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O biopolímero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)) 
apresenta propriedades termoplásticas próximas aos plásticos petroquímicos e é 
acumulado no interior das células de diversos microrganismos em condições de 
crescimento desbalanceado. A produção industrial deste polímero é realizada em 
culturas de Ralstonia eutropha em glicose, mas há muito a ser pesquisado no sentido de 
melhorar as condições de produção visando baratear os custos deste biomaterial. 
Visando testar substratos alternativos que diminuíssem o custo de produção, foram 
realizados testes em frascos agitados, estudando-se o crescimento de R. eutropha em 
diferentes fontes de carbono (glicose, frutose, galactose, lactose hidrolisada e açúcar 
invertido). Quando açúcar invertido foi utilizado como substrato, obteve-se a maior 
velocidade específica de crescimento (0,26 h~1) em concentrações de 20 g.L1. A 
mistura de diferentes substratos não apresentou nenhum efeito potenciaiizador sobre o 
crescimento. Em substituição à fonte de nitrogênio normalmente utilizada (sulfato de 
amónio), a milhodna mostrou-se viável, apenas com a ressalva que deve ser feito um 
tratamento prévio á sua utilização. Experimentos em regime descontínuo alimentado 
foram realizados em biorreator, estudando-se a alimentação ou carência de fósforo 
(elemento limitante). Observou-se que a alimentação em fósforo durante a fase de 
produção proporcionou uma produtividade em P(3HB-co-3HV) menor (0,19 g.L'1h'1) do 
que a cuitura em carência em fósforo (0,26 g.L'1h '1) mas a veJocidade específica de 
produção da primeira cultura apresentou um comportamento crescente durante toda a 
cultura. Assim, as demais culturas foram realizadas com alimentação de fósforo. Com 
o objetivo de melhorar a incorporação de unidades de 3HV ao P(3HB-co-3HV) foram 
aplicadas três estratégias de alimentação de ácido propiônico (regulação de pH, pulsos 
e alimentação contínua) em culturas conduzidas com açúcar invertido e soro de leite. A 
estratégia de regulação de pH não demonstrou-se viável quando utilizada com soro de 
leite pois este meio é rico em agentes tamponantes mantendo o pH do meio estável. 
Aplicando-se pulsos de ácido propiônico obteve-se baixa produtividade em polímero 
(0,07 g.L'1h '1) mas uma composição atrativa (37% de 3HV). Das três estratégias 
aplicadas com açúcar invertido, o melhor acúmulo de polímero foi obtido com a técnica 
de regulação de pH (30,6%), mas a melhor composição obteve-se com alimentação 
contínua (26% de 3HV). Estudou-se a utilização de ácido oleico como suplemento 
nutricional na cultura com alimentação contínua e obtiveram-se melhores resultados de 
produtividade e de acúmulo de polímero, porém com menor quantidade de 3HV 
incorporada, em relação á cultura não suplementada. As características térmicas do 
polímero obtido foram comparadas ao polímero comercial e apresentaram-se muito 
próximas.
Abstract
The biopolymer poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (P (3HB-co-3HV)) 
has thermoplastic properties close to petrochemical plastics and it is stored in the cells of 
many microorganisms under unbalanced conditions. The industrial production of this 
polymer is usually carried out in cultures of Ralstonia eutropha using glucose as carbon 
source. However, there is much more to be searched to improve the production 
conditions aiming cost reduction of this biomaterial. Looking for alternative substrates to 
reduce production costs, experiments in stirred flasks were done, studying Ralstonia 
eutropha growth in different carbon sources (glucose, fructose, galactose, hydrolyzed 
lactose and inverted sugar), in Inverted sugar, Ralstonia eutropha has shown the higher 
specific growth rate (0,26 h '1) in sugar concentration of20g. L~1. The mixture of different 
substrates has not shown any potential effect for the growth. Corn steep liquor has 
show/? be viable to substitute the nitrogen source normally used (ammonium sulfate) 
however it is necessary a previous treatment for its utifization. Experiments in fed batch 
were carried out in bioreactor, studying the feeding or exhaustion of phosphorous, the 
limiting element. It was observed that although the (P(3HB-co-3HV) productivity for 
phosphorous feeding during the production phase (0.19 g. L 1h ) is lower than 
exhaustion o f phosphorous (0,26 g. L’1h’1), the specific production rate for phosphorous 
feeding has shown a growing behavior afong the culture. So, the other cultures were 
carried out with phosphorous feeding. With the objective o f getting better 3HV 
incorporation to P (3HB-co-3HV) three strategies of propionic acid feeding were applied 
(pH regulation, pulses and continuous feeding) in cultures carried out with inverted sugar 
and whey. The pH regulation strategy was not viable when used with whey due to its 
composition which maintain stable the pH of the broth. Applying pulses o f propionic acid, 
it was obtained a small P (3HB-CO-3HV) productivity (0.07 g. L 1h~1), but an attractive 
polymer composition (37% of 3HV). Comparing the three strategies, using inverted 
sugar as substrate, the better polymer storage was obtained with pH regulation 
(30.6%fwi/wi)), but the better composition was obtained with continuous feeding (26% of 
3HV). It was studied the oleic acid utilization as nutritional supplement in the culture with 
continuous feeding of propionic acid and better results o f productivity and polymer 
storage were obtained, but with lower 3HV. The thermal characteristics of the polymer 
was similar as the commercial polymer.
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A revolução industrial resultou na utilização de muitos materiais 
manufaturados pelo homem e “estranhos” ao meio ambiente. Estes materiais 
podem ser produtos, intermediários ou resíduos de indústrias ou outras atividades e 
apresentam, em alguns casos, dificuldade em fazer parte do ciclo normal de 
biodegradação da matéria. Esta é a simples razão pela qual microrganismos em seu 
habitat natural não encontram meios de degradar estes materiais. A lista de 
poluentes que não são degradados é longa, incluindo solventes, plasticidas, 
pesticidas, policlorados, fibras sintéticas, plásticos, óleos e outros. A produção de 
artigos compatíveis com o meio ambiente, como bioplásticos, é uma opção atrativa 
para minimizar este problema.
Bioplásticos podem ser usados para a manufatura de inúmeros artigos, 
especialmente embalagens, substituindo plásticos provenientes da indústria 
petroquímica. Uma classe de polímeros bacterianos que se destaca pela 
proximidade de suas características a de plásticos de origem petroquímica são os 
Polihidroxialcanoatos (PHA’s) (Doi, 1990).
Poíihidroxialcanoatos são uma classe geral de polímeros produzidos e 
acumulados como reserva de carbono e energia por inúmeras bactérias. São 
acumulados na forma de grânulos localizados no interior das células, os quais 
podem representar até 80% da massa seca total daocélulas. São polímeros 100% 
biodegradáveis e biocompatíveis (Dawes e Sênior, 1973).
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Existem inúmeros tipos de PHA’s produzidos por organismos naturais ou 
recombinantes. PHA’s podem ter características de termoplásticos ou de 
elastômeros. Também podem ser produzidos na forma de blenda que, juntamente 
com outros materiais, proporcionam características mais apropriadas para inúmeras 
aplicações (Gomez e Bueno Netto, 1997). Os PHA’s mais estudados são o Poli-3- 
hidroxibutirato (P(3HB)) e o Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co- 
3HV)). O segundo apresenta características mais atrativas em relação ao primeiro, 
em virtude da incorporação de unidades de 3-hidroxivalerato em sua molécula. 
Estas unidades conferem mais elasticidade, entre outras características, tornando-o 
mais interessante comercialmente (Holmes, 1985).
Muitos são os microrganismos produtores de PHA’s e a espécie Ralstonia 
eutropha é uma das que apresenta as condições mais favoráveis à produção 
industrial. Este microrganismo destaca-se pela possibilidade de acumular mais de 
80% de sua massa celular em polímero, com alto peso molecular e utilizando 
diferentes tipos de substratos como glicose, frutose, ácido láctico entre outros 
(Ramsay, 1994a).
PHA’s são produzidos por fontes renováveis como açúcares, gás 
carbônico e luz solar, no caso de plantas transgênicas. São degradados por uma 
grande variedade de microrganismos, e também podem ser reciclados ou 
hidrolisados. Em Rafsíonia eutropha, são produzidos ou acumulados em duas fases 
distintas, crescimento e produção. A primeira fase ocorre sem limitação gerando 
biomassa em um meio de cultura balanceado e a segunda fase ocorre com limitação 
(alimentação ou exaustão) de um ou mais elementos nutritivos associado ao 
fornecimento excessivo de carbono, favorecendo o acúmulo de polímero (Doi, 1990). 
Alguns microrganismos são capazes de crescer e acumular PHA’s ao mesmo tempo. 
Em geral, as culturas para produção do polímero são realizadas em processos 
descontínuos com alimentação de nutrientes devido à alta concentração celular 
desejada para o processo industrial. Estes bioplásticos têm sido produzidos em 
escala industrial por culturas de microrganismos desde a década de 70. São 
utilizados comercialmente como embalagem para cosméticos, como implantes 
médicos e como garrafas plásticas. O custo de produção de PHA’s ainda é muito 
alto comparado aos plásticos convencionais, limitando suas aplicações em certos
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mercados (Byrom, 1987). As formas para redução dos custos residem na utilização 
de novas cepas, no tipo de substrato utilizado e na forma de extração do polímero.
1.1 O bjetivos
O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver estratégias de produção de 
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) a partir de substratos de baixo custo 
buscando melhorar a incorporação de unidades de 3-hidroxivalerato ao polímero 
através de diferentes estratégias de alimentação de ácido propiônico.
O objetivo inicial deste trabalho foi estudar a possibilidade de utilização 
de diferentes substratos para o crescimento de Ralstonia eutropha. Uma vez que 
esta bactéria produz e acumula PHA’s em duas fases distintas e que a produtividade 
em produtividade é dependente da biomassa gerada, é interessante que se obtenha 
uma fase de crescimento com alta produtividade em células. Ou seja, uma 
diminuição no custo de produção seria possível, utilizando-se substratos de baixo 
custo a partir dos quais a bactéria crescesse com alta velocidade específica.
Este trabalho visou também analisar a influência de alimentação ou 
carência de um elemento essencial (fósforo) sobre o acúmulo deste polímero, já que 
se sabe que a forma de limitação e o elemento nutritivo limitante influenciam na 
quantidade de polímero acumulado (Oliveira, 1999).
O objetivo principal e final deste trabalho foi o de estudar diferentes 
estratégias para melhorar a incorporação de unidades de 3-hidroxivalerato ao 
polímero P(3HB-co-3HV). Sendo a produção de P(3HB-co-3HV) atrativa 
comercialmente, e a quantidade de 3HV incorporada determinante nas 
características deste polímero, é interessante obter-se um polímero com uma 
composição adequada à produção industrial. O fornecimento de ácido propiônico é 
decisivo para a incorporação de 3HV e portanto, deseja-se aplicar diferentes formas 
de alimentação (regulação de pH, pulsos e alimentação contínua), buscando 
melhores resultados de composição de P(3HB-co-3HV). 
Objetivou-se analisar a viabilidade de se desenvolver culturas para a produção de 
P(3HB-co-3HV) com estas estratégias em dois substratos diferentes: açúcar 
invertido e soro de leite. A vantagem da utilização destes dois substratos é a
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possibilidade de diminuição do custo de produção uma vez que o primeiro existe em 
grande disponibilidade no Brasil, e o segundo trata-se de um resíduo da indústria de 
laticínios. Pretendeu-se ainda estudar a influência de suplementos adicionados 
ao meio de cultivo durante a produção de P(3HB-co-3HV) sobre a incorporação de 
3-hidroxivalerato ao copolímero. Acredita-se que a utilização de ácido oleico, 
adicionado em pequenas quantidades, seja responsável pela indução à utilização de 
ácido propiônico para a produção de polímero.
Por fim, outro objetivo foi a extração e recuperação de P(3HB-co-3HV) a 
partir de uma cultura de Ralstonia eutropha, caracterizando as propriedades 
térmicas do polímero produzido e comparando-as com o mesmo polímero obtido 
comercialmente.
Capítulo  II  -  Revisão  Bibliográfica
CAPÍTULO » -  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
Neste capítulo é apresentado uma revisão abordando 
poíihidroxialcanoatos, uma alternativa ao impacto ambiental causado por plásticos. 
É descrito sobre diversos microrganismos produtores, a biossíntese e degradação 
de PHA’s destacando parâmetros que influenciam na produção de P(3HB) e P(3HB- 
co-3HV) como a utilização de substratos de baixo custo e suplementos. A detecção, 
extração, caracterização e biodegradação também são abordadas bem como 
diversas aplicações de PHA’s são apresentadas.
2,1 0  Impacto Ambiental causado p o r  Materiais 
Plásticos
Plásticos são um dos materiais descobertos recentemente que causam 
grande poluição ambiental. Polipropileno, poíietileno, policloreto de polivinila, 
poliestireno entre outros são largamente utilizados na manufatura de plásticos. 
Polímeros sintéticos são facilmente moldados em formas complexas, têm alta 
resistência química e são relativamente elásticos. Alguns até podem ser moldados 
em fibras ou em finos filmes transparentes. Estas características fazem destes 
plásticos próprios para aplicações em bens duráveis e em embalagens. A indústria 
plástica nos Estados Unidos movimenta sozinha 50 bilhões de dólares por ano e 
20% dos rejeitos nos municípios deste país são plásticos (Rediff Home Page), 
acumulando 25 milhões de toneladas por ano. É estimado que são produzidos 100 
milhões de toneladas de plásticos por ano em todo o mundo.
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Países europeus utilizam 60 Kg/pessoa/ano de materiais plásticos 
enquanto que os Estados Unidos utilizam 80 Kg/pessoa/ano. Plásticos são muito 
usados porque são fáceis e baratos de manufaturar e duram longos períodos. 
Infelizmente, estas mesmas qualidades os transformam em um grande problema 
ambiental. Devido ao fato de ser barato e descartável, a grande demanda de 
produção gera poluição ambiental uma vez que este material permanece no meio 
ambiente resistindo a degradação. Mais de 90% dos artigos encontrados em praias 
são feitos de plásticos.
Incineração e reciclagem são métodos utilizados para a solução deste 
problema. No entanto, ambos custam mais do que a simples biodegradação (Moore 
e Saunders, 1997).
Consumidores de plásticos têm demonstrado preocupação a respeito do 
acúmulo de plásticos no meio ambiente e de seu impacto ambiental. Indústrias 
estão ativamente procurando por maneiras de reduzir o uso desnecessário de 
plásticos como forma de complementar programas de reciclagem ou de reutilização. 
Outras estão trabalhando em novos materiais ou na modificação de materiais 
antigos para reduzir o impacto ambiental de plásticos (Luzier,1992).
& 1J Â  B iw m m D M iu m im w m Â W E R m m M P M M iE m â m m N ím L
Bioplásticos são uma realidade que permite minimizar o problema de 
poluição causado por plásticos. Em virtude do impacto ambiental causado por 
plásticos petroquímicos e o crescente interesse em biopolímeros, inúmeros materiais 
biodegradáveis têm sido estudados: polihidroxialcanoatos (PHA’s), polilactides, 
poliésteres alifáticos, polissacarídeos, copolímeros ou blendas dos acima citados 
(Lee, 1996a).
Alguns estudos no desenvolvimento de bioplásticos que podem ser 
citados são as indústrias Fertec (Ferruzzi Ricercae Technology) da Itália e Warner 
Lambert dos Estados Unidos, que estão desenvolvendo plásticos a base de amido 
completamente biodegradáveis. Estes plásticos podem ser utilizados para 
encapsulamento de remédios e embalagens alimentares. Outro plástico 
biodegradável - “Bioceta” -  a base de celulose e desenvolvido pela Rhone Poulenc’s 
na Bélgica e combinado com aditivos acelera a degradação por parte dos
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microrganismos. Também, Sekisui Chemistry desenvolve um plástico a partir da 
copolimerização de dois compostos químicos biodegradáveis a base de derivados 
de poliésteres alifáticos (Rediff Home Page).
Polissacarídeos foram provavelmente os primeiros a serem utilizados 
dentre os polímeros produzidos microbianamente e ocorrem como reserva de 
energia e como materiais estruturais em paredes celulares e cápsulas extracelulares 
(Higgins et aí., 1995). Destacam-se a goma xantana que é comercializada e o ácido 
hialúrico que é usado em cirurgias oftalmológicas. Outro polissacarídeo que se 
destaca é a pululana, muito aplicado na indústria cosmética, em alimentos dietéticos 
e como plástico biodegradável (Luong et al. 1988).
Poliésteres como PHA’s, com propriedades similares às do polipropileno, 
são significativos porque são completamente biodegradáveis, com aplicações 
reconhecidas no aumento da velocidade de degradação de resíduos e em certas 
aplicações médicas (Gostomski e Bungay, 1996).
Dentre os materiais biodegradáveis em desenvolvimento, incluem-se os 
Polihidroxialcanoatos - PHA’s — que despertam atenção devido às suas 
propriedades matenats similares às de plásticos petroquímicos e à completa 
biodegradabilidade. PHA’s são substâncias naturais de reserva de carbono e de 
energia que são acumulados no interior das células na forma de grânulos por uma 
grande variedade de microrganismos, em condições particulares de crescimento; a 
imposição da limitação de um nutriente e a presença de excesso de carbono (Dawes 
e Sénior, 1973). Os polihidroxialcanoatos constituem uma classe geral de polímeros 
microbianos (ésteres poliméricos) da qual os mais estudados são o poli-3- 
hidroxibutirato (P(3HB)) e o poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P(3HB-co- 
3HV)) (Doi, 1990). A fórmula geral da unidade monomérica destes polímeros é 
apresentada na Figura 2.1. A maioria destes são poliésteres alifáticos de carbono, 
oxigênio e hidrogênio. A composição da cadeia lateral ou do radical R e o  valor de n 
determinam a identidade da unidade monomérica (Lee, 1996a).
Os PHA s podem ser classificados em dois grupos: o primeiro é formado 
por polímeros constituídos por unidades monoméricas de 5 carbonos ou menos e
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são denominados de cadeia lateral curta (PHAssc) e o segundo é formado de 
polímeros com unidades monoméricas contendo mais que 6 carbonos, denominado 
PHA de cadeia lateral média ou cadeia lateral longa (PHAmsc) (Ramsay, 1994a). Os 
primeiros possuem características próximas às dos termoplásticos enquanto que os 
da segunda classe aproximam-se às de termofixos (Tim e Steínbüchel, 1990).
H m á m m M m P M W s
P(3HB) foi o primeiro composto da categoria dos PHA’s a ser descrito. Na 
década de 20, Lemoigne, um microbiologista do Instituto Pasteur, em Paris,, isolou 
de Bacillus megaterium um polímero que demonstrou tratar-se de um poliéster do 
ácido 3-hidroxibutírico (Doi, 1990). Macrae e Wilkinson (citado por Braunegg et al., 
1998), em 1958, observaram que B. megaterium estocava o homopolímero 
especialmente quando a razão glicose/nitrogênio no meio era elevada e a 
degradação deste ocorria rapidamente na ausência de fontes externas de carbono e 
energia. Eles concluíram desta forma que o P(3HB) era uma fonte reserva de 
carbono e energia.__________________________________________________________
[~— O —  CH —  ( Chia )n — C —j
J Jj
R O
n = 1 R =íiidrogêmo Poli (3-hidroxipropionato)
R = metil Poli (3-tiidroxibutirato)
R = eííf Poíi (3-hicíroxivaíerato)
R = propjJ PoJi (3-Mdroxjhe.xanoato)
R = pentil Poli (3-hidroxioctanoato)
R = rvortil Poli (3-tiidroxidodecanoato)
n = 2 R = hidrogênio Poíi (4-hicfroxibutirato)
R = metil PoJi (4-hidroxivalerato)
n = 3 R = hidrogênio Poli (5-hidroxivalerato)
R = metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n = 4 R = fiexfí Pofi (6-hidroxidodecanoato)
Fonte: Lee, 1996a
Figura 2.1: Estrutura gera) dos polihidroxialcanoatos para diferentes monômeros
Em 1976, Imperial Chemical Industries (ICI) da Inglaterra iniciou suas 
pesquisas em P(3HB) e em 1980 lançou patentes para a produção de PHA’s através
Capítulo II: Revisão Bibliográfica 9
de vários processos (Powell et al., 1980; Hughes e Richardson, 1981; Richardson, 
1984, citados por Braunegg et al., 1998).
A descoberta de outros monômeros diferentes do ácido 3-hidroxibutírico 
foi feita por Wallen e Rohwedder (1974) ao isolarem estes poliésteres do lodo 
ativado. Os polihidroxialcanoatos são compostos principalmente de 3-hidroxiácidos, 
mas unidades monoméricas compostas de 4-hidroxibutirato e 5-hidroxivalerato já 
foram observadas (Doi et al., 1988). Em 1983, foi relatado por De Srnet et al. (1983) 
que Pseudomonas oleovorans produz um polímero contendo ácido 3- 
hidroxioctanóico (3HO) como principal monômero quando n-octano é fornecido ao 
meio de cultura. Posteriormente, verificou-se que esta bactéria era capaz de 
incorporar monômeros com cadeias carbônicas de comprimento médio (de 6 a 12 
carbonos na cadeia principal), quando suprida no meio de cultura com n-alcanos, n- 
álcoois ou ácidos carboxílicos com cadeias carbônicas do mesmo comprimento do 
principal monômero inserido (Huismann et al., 1989; Tim e Steinbucheí, 1990).
PHA’s são um dos mais promissores candidatos a resolver problemas 
gerados por poluição ambiental derivada de plásticos petroquímicos, pois se 
decompõem completamente em gás carbônico e água (Yoo et al., 1997).
Estudos com vários organismos têm mostrado que os grânulos típicos de 
P(3HB) têm um diâmetro de 0,2 a 0,7 (j,m e são circundados por uma membrana 
composta por cerca de 2% de proteínas e 0,5% de lipídios cuja espessura é de 2 nm 
( Boatman, 1964; Lundgren et al., 1964; Wang e Lundgren, 1969; Nuti et al., 1972; 
Dunlop e Robards, 1973). O P(3HB) é um homopolímero alifático, poliéster, com 
repetidas unidades de ácido 3-hidroxibutírico. Da mesma maneira, o P(3HB-co-3HV) 
é o copolímero com unidades de ácido 3-hidroxibutírico e 3-hidroxivalérico. A Figura
2.2 apresenta a fórmula da unidade monomérica deste copolímero.
As características mais importantes dos PH As são a sua rápida 
biodegradabiIidade e suas propriedades termoplásticas (Doi, 1990). Estes polímeros 
podem ser extraídos das células sob a forma de um pó inodoro, podendo sofrer as 
mesmas transformações que o polipropileno e apresentando propriedades próximas 
daquelas do polímero de origem petroquímica. As propriedades termoplásticas do
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P(3HB) são interessantes, contudo, o copolímero composto de poli-3-hidroxibutirato- 
co-3-hidroxivalerato (poli(3HB-co-3HV)) apresenta propriedades mais interessantes 
do ponto de vista comercial (Byrom, 1987). Tais propriedades são função da 
composição em 3HV nas moléculas (Holmes, 1985; Doi, 1990).
■■ .v. \ o ■ ■ ' •  :
A  s  V* — •
■■ ' A : -  . -  . .  ■ -■ f - -  -■ ■
■ - . - v . ................................. :.j • -4 - - .................. . •
4 S: . . /
: ■ â a e a n i
ttydrexybutynite hydroxyiralerate
m m  W
Figura 2.2: Estrutura monomérica do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
As propriedades desejáveis às diferentes aplicações de um material 
plástico são: elevado ponto de fusão, baixa rigidez, alta resistência à pressão, 
resistência ao alongamento antes da ruptura e forte resistência ao impacto. O ponto 
de fusão do P(3HB) é próximo da temperatura que inicia sua degradação em ácido 
crotônico (aproximadamente 185°C), tornando difícil os processos de moldagem por 
injeção ou por sopro (Poíríer et al., 1995). O P(3HB) tem uma resistência aos raios 
UV superior àquela que possui o polipropileno. Os filmes para embalagem 
fabricados com P(3HB) apresentam uma excelente impermeabilidade ao oxigênio 
(Holmes, 1985). A Tabela 2.1 apresenta características deste polímero que influem 
na manufatura deste e de outros como polihidroxioctanoato (PHO) e polipropileno 
(PP).
O P(3HB) é um material um tanto rígido e quebradiço, o que pode limitar 
sua aplicação, porém a incorporação de unidades de 3HV ao P(3HB) diminui os 
níveis de cristalinidade e o ponto de fusão do polímero. Isto acarreta uma diminuição 
da rigidez assim como um aumento da resistência ao impacto. Uma porcentagem de 
3HV entre 17% a 20% permite a obtenção de um copolímero com propriedades mais 
desejáveis, em particular a melhoria de sua flexibilidade e resistência ao impacto. 
(Holmes, 1985). Algumas propriedades se aproximam do polipropileno e polietileno, 
mas o P(3HB-co-3HV) também é comparado com aditivos naturais como colorantes, 
etc. (Luzier, 1992). A Tabela 2.2 apresenta dados referentes a esta incorporação de 
unidades de 3-hidroxivalerato.
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Tabela 2.1: Principais características dos polímeros polihidroxibutirato (P(3HB)), 
polihidroxioctanoato (PHO) e polipropileno (PP)
Característica P(3HB) PHO PP
Ponto de fusão 180°C 61°C 176°C
Ta 5°C -35°C -10°C
Densidade 1.18-1.25g/cmJ 1,02g/cmJ 0.905g/cmJ
Cristalinidade 70% 25% 70%
Permeat>\Udade ao oxigênio 45(cm3/m2/át/dia) 1700(cm3/m2/át/dia)
Transmissão de Vapor 60-70(g/cm2/día) ----
Módulo de Young 3500MPa 8WlPa ITOOMPa
Tensão de Císaíhamento 40MPa 9MPa 38Mpa
Resistência a ruptura 5% 380% 400%
Peso Molecular 1-8. tO-5 ---- 2.2 -7 .1 0S
Fonte: Rediff Home Page e Gomez e Bueno Netto . 1997
Tabela 2.2: Comparação das propriedades de P(3HB-co-3HV) com outros polímeros
P(3HB-co3HV) Ponto de Fusão (°C) Rigidez (GPA)
Resistência à j Resistência ao 
Pressão (Mpaj impacto (J/m)
3% moi de HV 170 2,9 38 60
9% mol de HV 162 1,9 37 95
14% moi de HV 150 1,5 35 120
20% mo) de HV 145 1,2 32 200














A capacidade de alongamento até a ruptura aumenta com a incorporação 
de 3HV ao copolímero. Os copolímeros de poli-3-hidroxihexanoato-co-3- 
hidroxioctanoato (P3(HHx-co-3HO) são eiastômeros semicristalinos com baixo ponto 
de fusão, baixa resistência à pressão e uma elevada capacidade de alongamento 
até o ponto de ruptura (Lee, 1996a). Copolímeros de 3HB e 4HB também 
apresentam baixa cristalinidade, resultando em propriedades mecânicas próximas 
daquelas dos eiastômeros quando o conteúdo de 4HB excede 40 mol% (Braunegg 
etal., 1998). De maneira similar, a cristalinidade do copolímero poli-3-hidroxibutirato- 
co-3-hidroxipropionato (P(3HB-co-3HP)) decresce com o aumento da fração das 
unidades de 3HP (Nakamura et al., 1991). O P(3HB) e seus copolímeros têm suas
Capítulo II: Revisão Bibliográfica 12
conformações delineadas principalmente pelas forças de van der Waals existentes 
entre o oxigênio do grupo carbonil e o grupo metil (Braunegg et al., 1.998).
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) apresentam ainda as propriedades de serem 
opticamente ativos (cada monômero possui um carbono quiral em configuração D(-), 
serem piezoelétricos (as moléculas do polímero são organizadas em hélices sem 
centros simétricos), atóxicos, insolúveis em água, apresentam alto grau de 
polimerização e são biocompatível (o que permite seu uso na área médica e 
farmacêutica) (Steinbüchel e Füchtenbusch, 1998).
2.3 Microrganismos Produtores
Os microrganismos capazes de acumular PHA’s são geralmente as 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Byrom, 1987), que podem ser 
encontradas na natureza, isto é, no solo, água do mar, efluentes, etc. A seleção do 
microrganismo e do substrato têm grande influência no custo de fabricação do PHA 
(Anderson e Dawes, 1990). É desejável que as cepas tenham velocidade específica 
de crescimento e de produção de PHA elevados, que possam utilizar substratos de 
baixo custo, que apresentem uma porcentagem elevada de PHA em relação à 
massa total seca e, finalmente, é importante que haja um fator de conversão de 
substrato em PHA bastante elevado (Ramsay, 1994a). O elevado custo de produção 
de PHA se deve, em grande parte, ao processo de extração do polímero. Para que 
este seja rentável, é necessário que a cepa produtora seja capaz de acumular pelo 
menos 60% de sua massa celular em polímero. Este critério elimina da seleção 
todas as bactérias Gram-positivas e aquelas que não são capazes de acumular 
porcentagens elevadas de polímero (Ramsay et al., 1990a). A Tabela 2.3 apresenta 
a porcentagem de PHA que alguns microrganismos podem acumular.
Alguns microrganismos selecionados para produção de PHA’s são: 
Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas 
oleovorans, Escherichia coli. Estas bactérias são divididas em dois grupos dos 
quais, sendo que o primeiro grupo requer a limitação de um dos nutrientes para a 
produção de PHA!s e o segundo grupo acumula PHA’s já durante a fase de 
crescimento. Destas citadas, pertencem ao segundo grupo somente Alcaligenes 
latus, Azotobacter vinelandii e Escherichia coli (Lee, 1996a).
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Tabela 2.3: Capacidade de acúmulo de PHA’s por alguns microrganismos










Fonte: Rediff Home Page
Outro comportamento observado por Gomez e Bueno Netto (1997) é com 
relação ao comprimento da cadeia carbônica do monômero inserido. Assim, R. 
eutropha e Rhodococcus sp. são capazes de inserir em seus polímeros monômeros 
de cadeia curta (3-5 e mais raramente 6 carbonos). Por outro lado, Pseudomonas 
aeruginosa e Pseudomonas oleovorans são capazes de inserir monômeros com 
cadeia carbônica de comprimento médio (6 a 12 e mais raramente 5 carbonos). 
Também é interessante observar que bactérias como Rhodococcus sp. e P. 
aeruginosa são capazes de sintetizar monômeros diferentes de 3HB e inseri-los em 
Seus polímeros, a partir de substratos que não estão relacionados estruturalmente 
ao monômero inserido. Por outro lado, R. eutropha e P. oleovorans só são capazes 
de incorporar monômeros diferentes de 3HB, se supridas com um substrato 
relacionado estruturalmente ao monômero que se deseja inserir, isto é, um 
precursor. No caso da P. oleovorans, por exemplo, foi observado que este 
microrganismo acumula ácido 3-hidroxioctanóico como principal monômero quando 
n-octano é fornecido no meio de cultura (De Smet et al., 1983).
As bactérias que apresentam as características mais favoráveis para uma 
produção industrial são Azotobacter sp., Methylobacterium sp. e Ralstonia eutropha 
(Byrom, 1987), essencialmente em razão da variedade de substratos que eles 
podem utilizar. Além disso, as bactérias como Alcaligenes tatus e bactérias do 
gênero Pseudomonas apresentam também propriedades favoráveis para a produção 
de biopolímeros. Não se pode esquecer, igualmente, da possibilidade da utilização 
de genes recombinantes em Escherichia coli ou em plantas transgênicas para a 
produção de PHA (Byrom, 1992).
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Azotobacter sp. foi a primeira bactéria escolhida para a síntese industrial 
de P(3HB) por ser capaz de utilizar sacarose e glicose como substrato. Entretanto, 
ela foi rejeitada por produzir, paralelamente ao P(3HB), um polissacarídeo, tornando 
o processo de difícil controle (Byrom, 1987). Para tentar melhores condições de 
produção, Page e Knosp (1989) estudaram uma cepa mutante de Azotobacter 
vinelandii capaz de acumular quantidades de P(3HB) superiores a 75% de sua 
massa seca, com um fator de conversão glicose em polímero de 0,33 g.g'1. Depois 
de estabelecer que o valerato era o melhor precursor de 3HV, Page (1992) usou sais 
em combinação com melaço de beterraba para produzir P(3HB-co-3HV) a partir 
desta cepa mutante de Azotobacter vinelandii. Os autores concluíram que a 
capacidade desta cepa de utilizar melaço de beterraba como fonte de carbono 
reduziria à metade o custo de produção de PHAs formados a partir da glicose. 
Contudo, é preciso observar que a produtividade obtida ainda é inferior se 
comparado com o que se consegue usando Ralstonia eutropha (Ryu et al., 1997).
Um outra grupo de estudo são os microrganismos metilotróficos, que tem 
o metanol como fonte de carbono. Bourque et al. (1992) usaram Methylobacterium 
extorquens para produzir P(3HB) a partir de metanol e P(3HB-co-3HV) a partir de 
metanol e valerato. Os autores consideraram o metanol um substrato interessante já 
que este é relativamente barato, de fácil manuseio, completamente solúvel em água 
e de baixa viscosidade. Entretanto, de acordo com Byrom (1992), o processo de 
produção é lento, gera uma baixa quantidade de polímero, que tem baixo peso 
molecular e a extração é difícil.
Lee (1996b) relatou que a produção de P(3HB) por inúmeras cepas de 
Methylobacterium organophilum foi patenteada pela ICl. Entretanto, relativamente 
pouca quantidade de acúmulo de polímero por metilotrofos torna o processo de 
recuperação difícil já que mais biomassa tem que ser processada por tonelada de 
P(3HB).
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Alcaligenes latus é capaz de utilizar diferentes substratos com uma 
velocidade específica de crescimento elevada e com uma produção de biopolímero 
associada ao seu crescimento. Trabalhando em condições não limitantes, Yamane 
et aí. (1996) obtiveram menos de 50% de PHA na biomassa seca com um fator de 
conversão de substrato em polímero de 0,17 gP(3HB)/gsacarose. Ao contrário, 
trabalhando sob limitação de nitrogênio, Wang e Lee (1997a) conseguiram um 
conteúdo de P(3HB) em biomassa seca de 88%. Portanto, apesar de A. latus ser 
classificado como um produtor de PHA associado ao seu crescimento, esta cepa 
pode acumular muito mais PHA sob condições de limitação (Choi e Lee, 1999a). 
Alcaligenes latus tem como desvantagem a sua sensibilidade aos precursores 
utilizados para a produção de poli(3HB-co-3HV) (Ramsay et al., 1990a), em 
particular, o crescimento desta cepa é completamente inibida em presença de 
0,5 g.L'1 de ácido propiônico (Braunegg et al., 1995).
As bactérias do gênero Pseudomonas podem produzir tanto 
polihidroxialcanoatos de cadeia lateral média (PHAmsc) quanto de cadeia lateral 
longa (LSC) (De Smet et al., 1983; Preusting et al., 1991; Fuller et al.; 1988). Esta 
produção é obtida a partir de substratos de cadeia de carbono alifática longa como 
os alcanos e os ácidos alcanóicos. Bear et al. (1997), citado por Braunegg et al. 
(1998), foram capazes de produzir um copoliéster contendo acima de 37% de grupos 
epóxi nas cadeias laterais quando P. oleovorans era alimentado com uma mistura de 
10-epoxiundecanóico e octanoato de sódio. Devido ao fato de ser imiscível em meio 
aquoso, inúmeras dificuldades surgem na preparação das culturas destes 
microrganismos para a produção de LSC e MSC (Ramsay et al., 1991).
O estudo de copoliésteres de P(3HB) e PHA’s de cadeia média através de 
Pseudomonas A33 é citado por Steinbüchel et al., (1995a), mostrando o acúmulo 
preferencial de um polímero composto de 3HB e 3HAmcl do que uma mistura de 
P(3HB) e P(3HAmcl)- A biossíntese de copoliésteres a partir de substratos mistos de 
glicose e lactones por Pseudomonas pseudoflava é relatada por Choi et al. (1995).
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Uma observação interessante foi citada por Lee (1995) sobre cepas de 
Pseudomonas que acumulam polímeros constituídos de P(3HB) e de ácidos 3- 
hidroxialcanóicos de cadeia média. É sugerido que PHAscl e PHAmcl são 
exclusivos sendo cada um provavelmente devido a especificidade ao substrato a 
síntese de PHA’s. Assim, um organismo que sintetiza PHA’s contendo ambos 
polímeros de cadeia curta e média é notável. Seria então, mais interessante 
observar este polímero como uma mistura do que como um poliéster, porém mais 
tarde isto foi atribuído ao fato destas cepas possuírem 2 PHA’s sintetases diferentes.
2.3.5 Escherichia coli
Existem inúmeros relatos do emprego de Escherichia coli recombinante 
para a produção de vários bioprodutos, principalmente proteínas. Os genes da 
biossíntese de PHA de Ralstonia eutropha foram clonados em E. coli por 3 grupos 
independentes em 1988-89. Estes genes foram seqüenciados e caracterizados em 
detalhe e foram encontrados na forma de um operon expresso em E. coli ( Schubert 
etal., 1988; Slater et al., 1988; Peoples e Sinskey, 1989a e b; Dennis et al., 1992).
A cepa de E. coli recombinante é capaz de acumular grandes quantidades 
de polímero, representando mais de 80% do peso celular seco (Fidler e Dennis, 
1992; Lee, 1997). Além disso, E. coli pode utilizar várias fontes de carbono incluindo 
sacarose, lactose e xilose, o que permite a produção de P(3HB) a partir de matéria 
prima barata tais como melaço, soro de leite e hemicelulose hidrolisada (Lee, 1997, 
Lee e Chang, 1993; Lee et al., 1996c; Zhang et al., 1994). Outra vantagem é que E. 
coli não possui despolimerases intracelulares que degradam o P(3HB) acumulado 
(Choi e Lee, 1999b). Em compensação, uma desvantagem da produção de P(3HB) 
por E  coli, é a formação de filamentos. Células de E. coli sofrem considerável 
filamentação durante a síntese de P(3HB) e a extensão desta filamentação é muito 
maior em um meio definido quando comparado com um meio complexo ou semi- 
definido (Lee, 1994; Lee et al., 1994). Em um meio definido, a filamentação das 
células causa redução na velocidade de crescimento celular e menor atividade 
metabólica causando, consequentemente, menor acúmulo de P(3HB). Wang e Lee 
(1998), usando uma cepa de E. coli, geneticamente modificada para suprimir a 
formação de filamentos, conseguiram uma concentração de P(3HB) de 104 g.L'1 e
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uma produtividade de 2 g.L'1h'1 comparável com a obtida com R. eutropha (Kim ét 
al., 1994). Esta concentração de 104 g.L'\ foi a maior até agora conseguida usando 
£. cofi recombínaníe em um meio definido.
Z M M â m m  T m m m m m s
A produção de PHA por de plantas transgênicas ainda está em seu início 
(Braunegg et al. 1998). As investigações relatam o uso da planta Arabidopsis 
thaliana hospedando genes de biossíntese de PHA da R. eutropha. Poirier et al. 
(1992), relataram com sucesso a expressão dos genes relacionados com a 
acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase no citoplasma da A. thaliana. O gene da 3- 
cetotiolase é endógeno no citoplasma da planta. Este experimento resultou na 
síntese de P(3HB) no citoplasma, núcleo e vacúolos de todo o tecido da planta, mas 
em pequenas quantidades e à custa de um crescimento retardado da planta. Em 
compensação, quando os três genes relacionados com a síntese de P(3HB) em R. 
eutropha foram expressos nos cloroplastos da A. thaliana, a planta transgênica 
exibiu um crescimento normal e teve um conteúdo de P(3HB) de aproximadamente 
14% de seu peso seco (Steinbüchel e Füchtenbusch, 1998). A companhia Imperial 
Chemical Industries (ICI) (Inglaterra), investiu no desenvolvimento da produção de 
P(3HB) pela colza enquanto que a Monsanto (EUA) estudou a produção na colza e 
na soja (Poirier et al., 1995; Padgette etal., 1996).
2.3JLOQQ ATIVADO
PHA’s extraídos a partir de lodo e sedimentos marinhos mostraram a 
presença de unidades polihidroxialcanóicas diferentes de 3HB e 3HV, que sugerem 
a presença de populações microbianas nestes ambientes que são capazes de 
produzir outros tipos de PHA (Fuiler et al. 1988).
Outros PHA’s com unidades monoméricas de 3HV são também 
acumulados por populações bacterianas presentes em Iodos. O desenvolvimento da 
técnica de identificação por cromatografia foi realizado porComeauetal., 1988 com 
amostras de uma planta piloto de tratamento de esgoto doméstico da University o f
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Brítish Columbia. Esta técnica foi também aplicada com sucesso em amostras de 
uma planta industrial em Kelowna, British Columbia, Canada (Comeau et al. 1988).
Shirai et al. (1997) reportaram a combinação entre o tratamento 
anaeróbico de efluente de óleo de palma e a produção de PHA’s na tentativa de 
reduzir custos de produção. Estudos sobre PHA’s acumulados no processo biológico 
de remoção de fósforo de lodo ativado foi relatado por Lemos et al. (1998). Estes 
autores observaram as características do polímero P(3HB-co-3HV) acumulado a 
partir de acetato, butirato e propionato durante a fase anaeróbica do tratamento 
biológico.
2.3.8 Ralstoniaeutrophâ
Ralstonia eutropha sintetiza PHA’s contendo monômeros de 3HV, 3HB, 
4HB, 5HV quando ácido valérico ou propiônico são fornecidos (Rhee et al. 1992). É 
o microrganismo mais atraente para a produção industrial. Este microrganismo pode 
acumular mais de 80% de sua massa celular em P(3HB) com um alto peso 
molecular e utilizando diferentes tipos de substratos (Byrom, 1987) como a glicose 
(espécie mutante) ou a frutose, o soro de leite fermentado e os açúcares invertidos 
de cana-de-açúcar (Ramsay, 1994a).
Além da produção de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) (Holmes et al, 1985), 
Ralstonia eutropha é utilizada para a produção de P(3HB-co-4HB) (Doi et al., 1988, 
Saito et al., 1996), P(3HB-co-3HV-co-5HV) (Doi et al., 1987, citado por Braunegg et 
al., 1998) e P(3HB-co-4HB-co-3HV) (Kunioka et al., 1988, citado por Braunegg et al., 
1998). Estudos de Park e Damodoran (1994) relataram a produção de P(3HB-co- 
3HV) por R eutropha modificada geneticamente para a assimilação de álcoois como 
o propanol.
2.4 Descrição Ge m i Da Ralstonia eutropha
Ralstonia eutropha (anteriormente Hidrogenomonas eutropha e depois 
Alcaligenes eutrophus) é um microrganismo procariótico, do tipo Gram-negativo, 
encontrado naturalmente no solo e água. Esta espécie possui células na forma de 
bastonete com dimensões de 0,5 por 1,8 a 2,6 \im. É móvel, possuindo de 1 a 4
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flagelos peritríquios. As células podem se tornar esféricas na fase estacionária de 
crescimento. A Figura 2.3 ilustra a forma desta bactéria na fase de crescimento e a 
Figura 2.4 na fase de produção.
Figura 2.3: Forma de Ralstonia eutropha na fase de crescimento apresentada por
Ampe, 1995 (Barra branca = 10 |j,m)
Figura 2.4: Forma de Ralstonia eutropha na fase de produção apresentada por Gomez
et al., 1997 (Foto aumentada 32.000 vezes)
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Esta bactéria pode utilizar vários compostos orgânicos como única fonte
de carbono, entre os quais estão incluídos a glicose (espécie mutante), frutose, 
formato, acetato, propionato, lactato, gluconato, succinato, fenol, benzoato entre 
outros. Não pode utilizar para este fim, o etanol, glicerol e dissacarídeos. A sua 
temperatura ótima de crescimento é de 30 °C. Pode crescer autotroficamente em 
atmosfera de gases contendo H2, 0 2 e C 0 2 (Tanaka et aí., 1994). A frutose, e no 
caso de mutantes, também a glicose, é metabolisada exclusivamente através da via 
de Entner-Doudoroff, já que R. eutropha não contém a enzima fosfo-frutoquinase, 
necessária para a degradação via glicólise. Os produtos desta via são piruvato e 
gliceraldeído-3-fosfato. O piruvato assim produzido pode ser utilizado para a 
biossíntese e para a oxidação via ciclo do ácido tricarboxílico, para fornecimento de 
energia (Reutz et al., 1982).
O ciclo de Krebs faz parte do metabolismo central de R. eutropha e é 
exposto na Figura 2.5.
GLUCONATO, FRUTOSE, (glicose)
Figura 2.5: Metabolismo central da R. eutropha : ciclo de Krebs e enzimas em torno do 
piruvato e do acetato. AcoE: acetil-CoA sintetase; CT: (3-cetotiolase; EM: enzima 
málica; ICL: isocitrato liase; MS: malato sintetase; OAD: oxaloacetato descarboxilase; 
PCK: PEP carboxiquinase; PK: piruvato quinase; PPS: PEP sintase (apresentado por
PEP
Acetíí-CoA < —  Acetato
^SucciniJ-CoA
Schobert e Bowien, 1984).
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O principal desvio do piruvato para o ciclo de Krebs é a produção de 
P(3HB) via acetil-CoA. O pH na cultura de R.eutropha geralmente decresce devido 
à produção de subprodutos no ciclo de Krebs. Repaske, 1962 (citado por Beaulieu et 
al., 1995) já relatava que um pH ótimo para o crescimento e produção de P(3HB) em 
R. eutropha era de 6,9 e que um pH de 5,4 inibia o seu crescimento. O uso de 
tampão fosfato para manter o pH em 7,0 para a cultura de R. eutropha foi 
pesquisado por Kim, 1988 (citado por Seo et al., 1998) mas a concentração de 
subprodutos produzidos pelo ciclo de Krebs excederam a capacidade da solução 
tampão de fosfato de potássio 5 çj.L/1 manter o pH em 7,0. O uso de concentrações 
maiores desse tampão inibiam o crescimento celular. Geralmente usam-se soluções 
de HCI e NaOH para controlar o pH, porém estas soluções são conhecidas como 
desnaturantes de proteínas (Morrison e Boyd, 1983).
A R. eutropha é capaz de crescer em condições de quimiolitoautrofia ou 
de heterotrofia (Reutz et al., 1982). A quimiolitoautrotofia é a capacidade dos 
microrganismos utilizarem os compostos inorgânicos como doadores de elétrons e o 
dióxido de carbono como fonte de carbono. A heterotrofia é a capacidade de utilizar 
compostos orgânicos como fonte de carbono e energia (Doelle, 1975).
2.5 Biossíntese e Degradação de PHA’s
Ralstonia eutropha é capaz de produzir PH A tanto na forma de 
homopolímero de 3HB quanto na forma do copolímero P(3HB-co-3HV) 
(Holmes, 1985).
2.5,1 B io ssíntese  d e  P(3HB)
P(3HB) é sintetizado pela R. eutropha a partir de acetil-CoA que segue 
ora pelo ciclo de Krebs em crescimento não limitado, ora pela via de síntese de 
P(3HB) em crescimento limitado, mas em excesso de fonte de carbono. A produção 
de P(3HB) é favorecida pela limitação de um elemento nutritivo como o oxigênio, 
nitrogénio, fosfato, sulfato, magnésio ou potássio (Schlegel et al., 1961; Dawes e 
Senior, 1973; Oeding e Schlegel, 1973; Byrom, 1987; Daniel et al. 1992; Asenjo et 
al., 1995).
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A biossíntese e a degradação de P(3HB) dentro da célula se desenvolve 
segundo um mecanismo cíclico (Senior e Dawes, 1973), como mostra a Figura 2.6.
P(3HB) é sintetizado a partir de acetil-CoA pela sequência de três reações 
catalisadas pelas enzimas: 3-p-cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e poli-3- 









L-Hydroxibirtirato D-HidroxibutirilCoA < y -x > AcetoacetilCoA <— ^— Acetoacetato
ncuS.<M /K
NADH+H '
^  NADP + p>N A D  +
Bufirato y- > ButjnJCoA C.rofoniJCoA D-HidroxibutirilCoA D-Hidroxibutirato





Figura 2.6: Síntese e degradação de P(3HB). CT: p-cetotiolase (apresentado por
Steinbüchel e Schlegel, 1991).
2.5.1.1 p-cetotiolase
A p-cetotiolase catalisa a reação reversível:
2 acetil-CoA <=> acetoacetil-CoA + CoASH.
Esta enzima é considerada uma enzima-chave no controle da síntese de 
PHA para R. eutropha com a coenzima A (CoA) atuando como reguladora da 
cetotiolase. Concentrações elevadas de coenzima A, liberadas quando a acetil-CoA 
entra no ciclo de Krebs, inibem a p-cetotiolase. Haywood et al. (1988a) descobriram 
a existência de dois tipos de p-cetotiolase, que possuem especificidades diferentes 
de acordo com o substrato. A enzima denominada tipo A é ativa somente para os
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substratos com C4 a C5, enquanto que a outra, denominada tipo B, é ativa para 
substratos de cadeia de C4 a C10. Estudos in vitro, com as enzimas purificadas 
mostraram que as duas podem ser ativas na síntese de P(3HB). Haywood e 
colaboradores consideraram a hipótese de que a 3-p-cetotiolase do tipo B deve 
possuir uma outra função além daquela relacionada com a síntese de PHA, sendo, 
provavelmente, uma enzima degradativa relacionada com o metabolismo dos ácido 
graxos.
2.5.1.2 Acetoacetil CoA redutase
Esta enzima reduz o substrato a hidroxibutiril-CoA através da reação:
Acetoacetil-CoA + NADPH o  Hidroxibutiril-CoA +NADP + H+
Dois tipos de acetoacetil-CoA redutase foram isoladas e estudadas por 
Haywood et al.(1988b) em R. eutropha, cada um com um substrato distinto e 
coenzima específica. Uma das enzimas era a nicotinamida adenina dinucleotídeo 
fosfato (NADPH) dependente e a outra tinha como coenzima a nicotinamida adenina 
dinucleotídeo (NADH). A enzima NADPH-dependente é estreoespecífica, sendo 
ativa somente para substratos D(-)3-hidroxiacil-CoA. A melhor atividade desta 
enzima foi observada com substratos com cadeia C4. No caso da enzima NADH- 
dependente, esta é ativa para substratos D(-) e L(+) com cadeias de 4 a 10 
carbonos. A enzima NADH-dependente parece estar envolvida diretamente na p- 
oxidação dos ácidos graxos e indiretamente na síntese de P(3HB).
Os produtos da redução de acetoacetil-CoA são D(-)3-hidroxibutirl-CoA e 
L(+)3-hidroxibutiril-CoA para as enzimas NADPH-dependente e NADH-dependente, 
respectivamente. Na síntese de P(3HB), apenas a enzima NADPH-dependente está 
envolvida, produzindo o substrato D(-)3-hidroxibutiril-CoA, para a enzima PHB- 
sintase.
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2.5.1.3 PHA-sintase
Em R. eutropha, esta enzima é capaz de polimerizar 3-hidroxi-, 4-hidroxi- 
e 5 hidroxialcanoatos a partir de D isômeros de 4 e 6  carbonos de hidroxiacii-CoA 
(Haywood et al., 1989; Valentin et al., 1992), embora sua atividade seja bastante 
elevada com substratos de C4 (Haywood et al., 1989). Se Nakamura et al. (1991) 
estiverem corretos em suas considerações, sobre a via para síntese de 3- 
hidroxipropionato, a PHA-sintase deve também efetuar a polimerização em 
compostos com cadeia de 3 carbonos. Esta enzima é isolada sob duas formas, uma 
forma solúvel, predominante durante o crescimento não limitado, e outra em grânulo, 
associado quando as condições da cultura favorecem o acúmulo de P(3HB) 
(Haywood et al., 1989). Doi et al. (1992) estimaram que o número de moléculas de 
PHA-sintase em R. eutropha esteja por volta de 18000. A quantidade de PHA- 
sintase, em um organismo hospedeiro, representa uma função importante no 
controle do peso molecular do polímero (Sim et al., 1997). É possível que a PHA- 
sintase seja inibida por concentrações elevadas de CoASH, ainda que estas 
concentrações sejam superiores àquelas participantes da regulação da p-cetotiolase 
(Braunegg et al., 1998).
2.5.1.4 Recuperação das coenzimas
A síntese de P(3HB) não requer participação direta de ATP. Entretanto, 0 
poder redutor na forma de NADPH é essencial. Na síntese de P(3HB), a partir de 
acetil-CoA, apenas a redutase ligada a NADPH é ativa. Portanto, o NADPH utilizado 
na reação abaixo deve ser recuperado para possibilitar a síntese de P(3HB):
Acetoacetil-CoA + NADPH o  Hidroxibutiril-CoA +NADP + H+
Yamane (1993) considerou três possibilidades para a recuperação desta
coenzima:
a) por meio da reação que envolve a glicose-6 -fosfato desidrogenase, que 
é uma enzima ligada à via de Entner-Doudoroff;
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b) através da reação que envolve a 6-fosfogiuconato desidrogenase, que 
é uma enzima ligada à via das pentoses-fosfato;
c) e pela reação envolvendo a isocitrato desidrogenase, enzima ligada ao 
ciclo do ácido tricarboxílico (TCA).
A via utilizada para a regeneração das coenzimas reduzidas é relativa ao 
substrato utilizado para a produção do polímero. Se for utilizado ácido acético como 
substrato, há uma grande possibilidade da coenzima NADPH ser regenerada pela 
isocitrato desidrogenase. Pode ainda ocorrer uma outra possibilidade, com o mesmo 
substrato, que é a transidrogenação. Neste caso, a enzima isocitrato desidrogenase 
não é utilizada, sendo necessária uma suplementação de ATP, obtida através do 
ciclo do ácido tricarboxílico (TCA). É necessário que parte do ácido acético seja 
utilizado na via TCA, para obtenção do ATP.
Utilizando-se um substrato com quatro carbonos na cadeia, como por 
exemplo o ácido butírico, NADPH deve ser recuperada pela isocitrato 
desidrogenase, no ciclo TCA. A partir da glicose como substrato, a NADPH deve ser 
regenerada pela glicose-6-fosfato desidrogenase.
Uma outra coenzima envolvida na síntese do polímero é a coenzima A. 
esta coenzima é auto-reciclável durante a produção de P(3HB).
2,5.2 Biossíntesede P(3HB-CO-3HV)
A produção de P(3HB-co-3HV) por R. eutropha é muito discutida e 
estudada a partir de inúmeras fontes de carbono (Shioya et al, 1988; Steinbüchel e 
Pieper, 1992).
Esta bactéria acumula P(3HB-co-3HV) unicamente na presença de 
substratos como propionato e valerato, precursores deste polímero. Estas fontes de 
carbono são degradadas a propionil-CoA ou 3-hidroxivaleril-CoA. Estes substratos 
devem ser utilizados na presença de outros como frutose e glicose (Steinbüchel e 
Pieper, 1992). A via de produção do copolímero a partir de glicose e propionato é 
ilustrada na Figura 2.7. As reações são catalizadas pelas mesmas enzimas que na 
produção de P(3HB).
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O copolímero apresenta uma distribuição aleatória de unidades de 3HB e 
3HV. A via de síntese deste copolímero é estudada por Doi et al., (1987) que tem 
mostrado que a partir de propionato, as unidades de 3HB e 3HV são produzidas e 
uma parte de propionato é convertida em acetil-CoA e P(3HB). O restante é 
convertido a propionil-CoA chegando a 3HV. Os estudos demonstraram que a 
fração molar de 3HV no copolímero restringe-se a 50% em razão do rápido 
metabolismo de propionil-CoA em acetil-CoA na célula. Copoliésteres contendo 
90% molar de 3HV são produzidos por a partir de ácido pentanóico como fonte de 
















Figura 2.7: Via de produção de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) a partir de glicose e 
propionato apresentada por Doi (1990)
2.5.3 D egradação  In t r a c e lu la r  de PHA ’s
A degradação intracelular de P(3HB) é efetuada através de uma 
seqüência de reações envolvendo, nesta ordem, PHA despolimerase, D(-)-3- 
hidroxibutirato desidrogenase e acetoacetil sintetase para formar ácido D-3-
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hidroxibutírico e acetil-CoA (Doi, 1990, Jendrossek et al., 1996). O acetoacetil-CoA é 
um intermediário comum para as vias de síntese e degradação de P(3HB). Doi et 
al.(1992) estudaram a cinética de acúmulo e degradação de P(3HB) em R. eutropha 
e descobriram que a degradação do polímero é dez vezes mais lenta que a sua 
síntese. A degradação de polímero é controlada pela inibição da 3-hidroxibutirato 
desidrogenase pelo acetoacetato e o NADPH (Byrom, 1987).
2.5.3.1 Regulação da Síntese de PHA’s
As condições necessárias para a síntese de P(3HB) são elevadas 
concentrações de NADPH, baixas concentrações de CoA e uma alta concentração 
de acetil-CoA. A regulação da síntese de PHA se faz em nível enzimático pela 
inibição da p-cetotiolase por meio da coenzima A (Steinbüchel e Schlegel, 1991). Em 
crescimento não limitado, a concentração de CoA é presumivelmente alta, causando 
assim a inibição da enzima (Oeding e Schlegel, 1973). Um crescimento limitado em 
nutrientes (mas não limitado em fonte de carbono) se traduz em uma diminuição na 
concentração de CoA e acúmulo de acetil-CoA. O elemento limitante pode ser 
fósforo, potássio, magnésio, oxigênio, nitrogênio, etc (Steinbüchel e Schlegel, 1989). 
A influência da limitação de crescimento sobre a síntese de P(3HB) se expressa em 
uma parte pelo equilíbrio do nível redox (coenzimas reduzidas/coenzimas oxidadas) 
e, de outra parte, pela existência de um fluxo do catabolismo de carbono superior ao 
fluxo metabólico (Braunegg et al., 1998).
Em autotrofia, a síntese de P(3HB) é observada simultaneamente a uma 
diminuição da relação NADH/NAD+ (Braunegg et al., 1998). Em heterotrofia, em 
condições de íímitação, o aumento da síntese de P(3HB) é concomitante com o 
aumento da relação NADH/NAD+ e NADPH/NADP+ (Lee et al., 1996). Sob limitação 
em oxigênio, a relação NADH/NAD+ aumenta, por não existir aceptor final de 
elétrons na cadeia respiratória. As enzimas citrato sintase e isocitrato 
desidrogenase, responsáveis pela entrada da acetil-CoA no ciclo do ácido 
tricarboxílico (TCA), são inibidas pelo excesso de NADH, provocando um acúmulo 
de acetil-CoA e, consequentemente, a redução de CoA. Nestas condições de 
acúmulo de acetil-CoA e de não inibição da (3-cetotiolase, ocorre a síntese do 
polímero. Henderson e Jones (1997) (citado por Braunegg et al., 1998) discutiram a
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função em potencial da citrato sintase em regular a produção de P(3HB) através de 
sua habilidade de controlar o fluxo de carbono dentro do ciclo do ácido tricarboxílico, 
obtendo um grande acúmulo de polímero.
Dawes e Senior (1973) propuseram que a síntese de P(3HB) não funciona 
apenas como reserva de carbono e energia, mas serve também para a diminuição 
do poder redutor, podendo ser considerado como regulador do poder de óxido- 
redução da célula. Observaram que a síntese de P(3HB) foi acompanhada por um 
pronunciado aumento no poder de óxido-redução da cultura com concomitante 
queda nas taxas de utilização de oxigénio e evolução do gás carbônico concluindo, 
com isto que, durante a limitação de oxigênio, as células ajustam-se ao novo meio 
pela reoxidação do excesso do poder redutor, através da síntese de P(3HB).
A limitação nutricional mais empregada para a produção de P(3HB) é a 
deficiência em nitrogênio. Suzuki et al. (1986) consideraram a limitação em 
nitrogênio como a melhor escolha. Isto se deve ao fato do microrganismo ser mais 
dependente de nitrogênio do que de outros elementos limitantes e porque a fonte de 
nitrogênio é mais rapidamente assimilada do que outras fontes de elementos 
essenciais.
Sob limitação de nitrogênio, as células não produzem mais proteínas e ocorre 
acúmulo de ATP. O excesso de ATP provoca uma diminuição da fosforilação 
oxidativa e, dessa maneira, acúmulo das coenzimas reduzidas, com as mesmas 
conseqüências vistas na limitação em oxigênio (Dawes e Senior, 1973). Steinbüchel 
e Schlegel (1989) estudaram a produção de P(3HB) por R. eutropha sob condições 
de limitação de vários nutrientes essenciais, como oxigênio, amónia, sulfato, 
magnésio, fosfato, potássio e ferro, utilizando gliconato como fonte de carbono. Foi 
observado que, sob limitação em nitrogênio, R. eutropha acumulava polímero a uma 
taxa superior àquela obtida através da limitação em oxigênio. A Figura 2.8 resume a 
regulação proposta pela literatura.
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Figura 2.8 Regulação da biossíntese e degradação de P(3HB).
Em condições de excesso de energia, o nível de NADH inibe a 
depolimerização de P(3HB) e o ciclo de Krebs (TCA). A diminuição da concentração 
em CoA-SH permite que a p-cetotiolase (acetil-CoA aciltransferase) possa catalisar a 
condensação de acetil-CoA em acetoacetil-CoA e assim levar à síntese de P(3HB). 
Em deficiência de energia , o controle move-se no outro sentido (Byrom, 1987).
2.6 Produção de Polihidroxw lcanoatos
Estudos são concentrados em reduzir preço de PHA’s através do 
desenvolvimento de novas cepas, condições de culturas mais eficientes e processos 
de recuperação mais econômicos. Os únicos polímeros produzidos industrialmente 
em quantidades apropriadas à caracterização são P(3HB), P(3HB-co-3HV), P(4HB) 
e P(3Hx-co-3HO) (Lee et al., 1996a).
Embora as propriedades de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) como 
termoplásticos biodegradáveis tenham chamado atenção por mais de 20 anos, e as
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patentes tenham originalmente começado nos Estados Unidos por J.N.Baptist em 
1962, a primeira produção industrial de PHA’s não ocorreu antes de 1982 quando a 
Imperial Chemical Industries (ICI) comercializou-os sob o nome industrial de Biopol. 
A ICI iniciou seus projetos na década de 70 e são correntemente produtores de 
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) a partir de glicose e ácido propiônico utilizando uma cepa 
mutante de Alcaligenes eutrophus H16 em larga escala. A ICI produziu PHA’s sob a 
estratégia de limitação de um nutriente, e o processo podia ser dividido em duas 
fase distintas: crescimento e acúmulo (Lee e Chang, 1995). ICI iniciou a 
comercialização de PHA’s em 1975-6 sob o nome de Biopol e este é utilizado na 
Alemanha desde 1990 para manufaturar frascos de shampoo para a indústria de 
cosméticos da Wella. Atualmente, a produção da ICI é comercializada pela 
Monsanto. Em 1995, a Brocanto Internacional também passou a utilizar estes 
polímeros nos Estados Unidos. Atualmente PHA’s estão sendo testados como 
materiais para embalar cosméticos. O Japão também comercializa o Biopol através 
da empresa Ishizawa Kenkyujo’s Earthic Alga. A empresa MBX -  Metabolix Inc, de 
Cambrige (EUA) também desenvolve tecnologias para a produção de PHA’s desde 
1980 aplicados a materiais biomédicos. A Figura 2.9 ilustra um processo produtivo 
de polihidroxialcanoatos apresentado por esta empresa.
Uma série de pesquisas têm sido feitas para otimizar a produção de PHA. 
Entre elas destacam-se o uso de novos substratos, a utilização de novos 
microrganismos e uma melhor compreensão do metabolismo dos microrganismos 
produtores. Estas pesquisas envolvem a melhoria da produtividade e a obtenção de 
melhores fatores de conversão de substrato em produto, através do aperfeiçoamento 
dos sistemas de controle e desenvolvimento de novas técnicas de produção.
A tecnologia e economia da produção de P(3HB) em escala industrial é 
abordada por Byrom (1987) discutindo-se variáveis envolvidas no custo como fatores 
de conversão, complexidade da tecnologia de produção, custo de capital da planta e 
processo de separação do produto. Consequentemente, a seleção do organismo e 
substrato influem criticamente no custo. Com estes estudos, espera-se reduzir o 
custo de produção do PHA, dos atuais US$ 16,00 Kg'1, permitindo que este seja 
competitivo frente aos plásticos derivados do petróleo (Braunegg et al., 1998).
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Figura 2.9: Ilustração de um processo produtivo apresentado pela empresa Metabolix
A produção de PHA em regime descontínuo é um processo simples de 
produção, porém, devido ã limitação pelo substrato, não se consegue obter nestas 
culturas uma densidade celular elevada o suficiente para a produção comercial de 
biopolímero. O método mais empregado para obtenção de altas densidades 
celulares as quais são freqüentemente necessárias para alta produtividade do 
polímero, tem sido culturas em batelada alimentada. Sistemas de cultura contínua 
podem oferecer alta produtividade tanto quanto batelada alimentada, mas somente 
quando a cultura pode ser mantida estável e sem contaminação (Doi e Koyama, 
1995). Porém , a cultura contínua supera a cultura descontínua com alimentação 
como uma ferramenta de pesquisa para a determinação do efeito da velocidade de 
crescimento e níveis de nutriente na produção de um composto (Gostomski e
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Bungay, 1996). Biorreatores com membranas também têm sido empregados para 
obter altas densidade de células mas necessitam de melhorias para serem 
empregados industrialmente (Lee e Chang, 1995).
2.6.1 C u ltu ra s  em regime de b atelada aum entam
Durante a cultura em batelada alimentada, os nutrientes são introduzidos 
no reator intermitentemente ou constantemente, pelo monitoramento de inúmeros 
parâmetros de “feedback” tais como oxigênio dissolvido e pH. Nestes estudos, 
entretanto, a concentração de substrato no reator não pode ser precisamente 
mantida devido à natureza da estimativa indireta. A partir de estudos cinéticos para 
o crescimento de Ralstonia eutropha e acúmulo de PHA, foi encontrado que a 
concentração de carbono deve ser mantida em um valor ótimo para produção 
eficiente de PHA. Entretanto, para o desenvolvimento de um método para monitorar 
e controlar precisamente e controlar as concentrações da fonte de carbono é 
essencial. Os dois métodos mais empregados para monitorar a concentração de 
substrato são a estimativa por taxa de evolução de dióxido de carbono e um sistema 
de monitoramento on-line. Culturas em fed-batch de R. eutropha para a produção 
de P(3HB-co-3HV) são também conduzidas usando estratégias de alimentação 
similares (Lee e Chang, 1995).
Entre as vantagens do processo batelada alimentada, está a possibilidade 
de controlar os nutrientes alimentados através de mudanças nas taxas de 
alimentação (Borzani et al., 1975).
O processo industrial de produção de P(3HB) e P(3HB-co-3HV) em 
batelada alimentada tem sido realizado pela Imperial Chemical Industries (ICI) 
(Byrom, 1987). Neste processo, a R. eutropha cresce em um meio contendo glicose 
e sais minerais sendo o fósforo o elemento limitante durante a fase de produção de 
P(3HB). O tempo total de cultura é de 110 a 120 horas e a quantidade de polímero 
acumulada é superior a 75% da biomassa total seca.
Um método em batelada alimentada em dois estágios, no qual foi 
empregado dois diferentes microrganismos, crescendo em dois substratos em um 
meio complexo, foi relatado por Tanaka et al. (1993) para produzir P(3HB). Em um 
primeiro estágio, xilose é convertida pela cepa de Lactococcus lactis em uma mistura
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de ácido lático e ácido acético. Após a remoção de células por centrifugação, R. 
eutropha é inoculada no meio e passa a consumir os ácidos orgânicos ali presentes 
e produzir P(3HB). Embora o cultivo tenha sido realizado sem a presença de um 
elemento limitante, os autores relatam um acúmulo de até 55% de PHB na biomassa 
seca totál.
PRODUÇÃO DEPHA’S
Desde que PHA são sintetizados e acumulados sob condições de 
crescimento desfavoráveis na presença de excesso de carbono, é importante 
desenvolver estratégias de cultivo que estabeleçam tais condições e permitam obter 
uma produção eficiente de PHA’s. Existem numerosos microrganismos que 
acumulam PHA’s e obviamente, a condição ótima para produção de PHA’s será 
diferente de um microrganismo para outro. Alguns microrganismos acumulam PHA’s 
sob limitação de nutrientes, enquanto alguns outros tais como A. latus acumulam 
polímero durante a fase de crescimento. Estratégias diferentes para o crescimento 
destas bactérias em altas densidades têm sido desenvolvidas pois isto é necessário 
para obter altas concentrações de PHA’s. Também condições requeridas para um 
acumulo eficiente de PHA’s tais como limitação de nutrientes tem sido identificadas 
para alguns microrganismos (Lee e Chang, 1995).
A síntese de PHA’s pode ser resultado de limitações provocadas pela 
ausência ou deficiência de oxigênio, nitrogênio, fosfato, sulfato, magnésio ou 
potássio no crescimento. Magnésio é essencial para crescimento da célula e seu 
funcionamento parece ter três funções: manter a integridade dos ribossomos, 
participar do mecanismo de controle de permeabilidade das membranas da célula e 
como co-fator em muitas reações enzimáticas. Fosfato é um componente vital para 
muitas estruturas celulares: ácidos nucléicos, fosfolipídeos e proteínas. Além disto, 
transformações entre compostos fosforilados estão envolvidos em energética celular 
(Asenjo et al., 1995). Nitrogênio é desejável para a manutenção da atividade 
anabólica de acúmulo do biopolímero (Oliveira, 1999).
Bitar e Underhill (1990) estudaram a cinética de acúmulo de P(3HB) por 
R. eutropha durante o crescimento sob carência e alimentação de nitrogênio, na fase
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de produção. Quando a amónia foi fornecida ao meio a uma taxa de 0,00065 g.h'1 a 
produtividade de P(3HB) aumentou de 0,1 g.L f h'f para 0,99 g.L~f.h'f.
Suzuki et aí. (1986) estudaram a limitação da fonte de nitrogênio 
concluindo que a completa deficiência leva à perda considerável da atividade 
microbiana. Consequentemente, também a alimentação excessiva causaria 
degradação do polímero acumulado e consequentemente, a redução da capacidade 
microbiana de sintetizar o polímero.
Estudos sob carência em fósforo apresentam resultados ainda melhores 
do que sob carência ou alimentação controlada de nitrogênio. Ryu et al. (1997), 
trabalhando em cultura batelada alimentada de R. eutropha, sob limitação em 
fósforo e em um fermentador de 60 L, conseguiram os melhores resultados até 
agora relatados para a produção de P(3HB). Em seus experimentos, o acúmulo de 
P(3HB) foi induzido pela limitação em fosfato e o controle de pH realizado usando 
uma solução de NH4 OH. A partir de uma concentração inicial de fosfato de 5,5 g .L '\ 
a cultura em batelada alimentada resultou em uma concentração celular final de 
281 g.L‘\  concentração de P(3HB) de 232 g.L" 1 e uma produtividade de 3,14 g.L~1h'1. 
O conteúdo de P(3HB) nas células alcançou 80% com um fator de conversão 
substrato em P(3HB) de 0,38 g.g'1. Aragão (1996) acredita que a maior 
produtividade obtida sob carência em fósforo se deve ao fato de que este elemento 
não faz parte da composição de proteínas e com isso há um crescimento residual de 
biomassa com acúmulo de P(3HB).
Resultados obtidos por Oliveira (1999) demonstraram que os valores de 
produtividade de P(3HB) foram maiores nas culturas sob carência/alimentação de 
fósforo do que sob carência/alimentação em nitrogênio. Como fósforo não participa 
diretamente na síntese de proteínas, a carência e a alimentação deste nutriente não 
bloqueia a síntese de proteínas, o que pode permitir a manutenção de uma atividade 
metabólica celular mínima com produção de polímero.
Muitas espécies de bactérias são conhecidas por acumularem P(3HB-co- 
3HV) quando ácido propiônico está presente no meio. Porém o crescimento de 
algumas bactérias (Raístonia eutropha inclusive) é inibido por 0 ,1 % (p/p) deste ácido
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(Byrom, 1987). A fração de 3HV no polímero é determinada através da razão entre 
a concentração de glicose e ácido propiônico na fase de acúmulo do polímero. Este 
conteúdo de 3HV pode ser regulado através da alteração de níveis de 
propionato/ácido propiônico no meio, resultando em uma série de diferentes 
termoplásticos com vários graus de flexibilidade (Doi et al., 1988). Assim, para 
aumentar o conteúdo em 3HV no copotímero, o qual é importante para melhorar o 
processamento do polímero, são necessários controles precisos de alimentação 
deste substrato (Park et a l, 1994).
Uma vez que este ácido é tóxico em quantidades tão pequenas, a 
produção em batelada alimentada é um recurso apropriado (Ramsay et al, 1990a; 
D o i, 1990a) com alimentações controladas por métodos on-line.
Outra técnica aplicada para minimizar o efeito inibitório e se obter boas 
concentrações de acúmulo de polímero é a investigação de várias concentrações de 
glicose de propionato como proposto por Park et al. (1994).
Estudos de Kim et al., (1992) demonstraram que o crescimento de R. 
eutropha é completamente inibido quando a concentração de ácido propiônico 
excede 1,5 g.L'1. Estes autores conseguiram manter uma concentração ótima de 
ácido propiônico durante a fase de produção usando o método de regulação de pH 
para a alimentação deste ácido. A mesma metodologia de alimentação foi aplicada 
por Yoo et al, 1987 no qual o crescimento de R. eutropha foi testado em diferentes 
pHs iniciais. Em pH inicial de 7,5 os autores relatam o crescimento da bactéria em 
até 5 g.L' 1 de ácido propiônico
i M lm m m m  da utilização  d e  suplementos
Estratégias para produção de PHA’s com alta produtividade são 
necessárias para diminuir o custo total destes plásticos. Uma alternativa 
interessante é a utilização de suplementos ou indutores da produção de PHA’s. 
Estes agentes podem interferir na via metabólica proporcionando maior produção de 
células e resultando em maior produtividade, mas também podem agir diretamente 
na síntese de PHA’s.
Recentemente , Lee e Choi (1999) citaram a utilização de ácido oleico e 
da adição de ácido acético na produção de P(3HB-co-3HV) em culturas
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descontínuas alimentadas de Escherichia coli recombinante. Estes autores 
sugeriram a adição de pequenas quantidades de ácido acético no meio, para 
estimular a via de utilização de ácido propiônico, já que o mecanismo de assimilação 
destes dois ácidos parece ser similar. Também sugeriram a suplementação da 
cultura com ácido oleico, e em ambos os casos os resultados obtidos foram 
melhores do que os obtidos sem a adição de ácido acético.
Em estudos realizados por Beaulieu et al. {1995), a produção de P(3HB) 
por R. eutropha com 3% de glicose foi suplementada com melaço de cana e sais de 
sulfato, nitrato, fosfato e cloreto tendo sido observada interferência devido a 
presença destes. Os melhores resultados de crescimento foram obtidos quando 
0,3% de melaço de cana estava presente no meio.
A avaliação econômica do processo de produção de P(3HB) indica que o 
custo do substrato tem uma contribuição importante no custo global de produção, 
podendo representar mais de 38 % segundo Choi e Lee (1999b). O alto custo de 
produção de PHA s pode ser minimizado usando resíduos orgânicos de baixo custo 
provenientes de plantas de processamento de alimentos
2&5;1 Amido hidroíisado
Kim e Chang (1998) estudaram o uso de amido hidroíisado como fonte de 
carbono para culturas de Azotobacter chroococcum, conseguindo, em batelada 
alimentada, uma concentração de 54 g.L' 1 com 46% de P(3HB) intracelular sob 
limitação em oxigênio. Eles atribuíram como vantagens neste experimento a 
capacidade do microrganismo não exigir grandes quantidades de sais e acumular 
P(3HB) em condições de limitação de oxigênio, o que, segundo eles, ocorre 
freqüentemente em operações em larga escala. Ainda de acordo com estes 
pesquisadores, a otimização das condições de cultura para A. chroococcum pode 
tornar este microrganismo um bom candidato para a produção industrial de P(3HB), 
principalmente pela sua capacidade de consumir uma fonte de carbono barata como 
é o amido.
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2.6.5.2 GotáuraseÓleos
A biossíntese de PHA por Pseudomonas resinovorans a partir de 
gorduras de origem animal e vegetal foi investigado por Ashby e Foglia (1998). 
Nestes experimentos, foram obtidos PHAs de cadeia longa, principalmente 
polihidroxioctanoatos e polihidroxidecanoatos. Como estes polímeros são aderentes 
à temperatura ambiente, os autores acreditam que existe a possibilidade de aplicá- 
los como material adesivo ou, então, desenvolver misturas com P(3HB) para ampliar 
a aplicação destes polímeros.
Outro estudo com óleos vegetais foi feito por Fukui e Doi (1998) sobre 
culturas de R. eutropha H16 (ATCC 17699). Quando óleo de oliva, milho ou palma 
foram usados como única fonte de carbono, a R. eutropha acumulou em torno de 
80% de seu peso celular seco em P(3HB). Eles verificaram que, utilizando o óleo de 
oliva, a R. eutropha secretava lipase e sugeriram que esta enzima hidrolisava os 
triglicerídeos no meio, o que resultava na incorporação dos ácidos graxos pelas 
células e metabolização destes ácidos a acetil-CoA através do ciclo de p-oxidação 
dos ácidos graxos. Fukui e Doi previram que a aplicação dos óleos vegetais como 
fonte de carbono para a biossíntese de PHA seja capaz de reduzir os custos de 
produção destes poliésteres.
2 6,5.3 Soro de Leite
Soro de leite é um subproduto da manufatura de queijos o qual mais de 
50% dos ingredientes do leite estão presentes. Devido à alta concentração de 
matéria orgânica ainda presente neste resíduo, sua utilização como substrato é 
interessante do ponto de vista econômico (Lund et al., 1992). O soro de leite é o 
maior subproduto da manufatura de queijo e caseína, representando de 80 a 90% do 
volume de leite transformado.
Wong e Lee (1998) pesquisaram o uso de soro de leite como substrato 
para a cultura de E. coli recombinante para a produção de P(3HB). Quando 
alimentado com uma solução de soro de leite concentrada por evaporação com 
210 g.L' 1 de lactose, conseguiu-se uma concentração celular seca de 87 g.L' 1 e uma 
concentração de P(3HB) de 69 g.L'* em regime batelada alimentada durante 49
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horas. O conteúdo de P(3HB) foi de 80% da biomassa totai seca e com uma 
produtividade em polímero de 1,4 g.L'1.h'1. Neste trabalho, concluiu-se que é 
possível aproveitar o soro de leite como fonte de carbono para as culturas de E. coli 
visando a produção de P(3HB). O soro de leite, dessa forma, deixaria de ser mais 
um resíduo causador de danos ao ambiente para passar a ser uma fonte de 
carbono aproveitável na produção de biopolímero.
Em estudos realizados por Pries et al. (1990), os genes da (3- 
galactosidase foram expressos em Pseudomonas saccharophila permitindo que esta 
bactéria crescesse em lactose como única fonte de carbono. Assim, utilizou-se 
lactose como fonte de carbono em Alcaligenes eutrophus H Í6  e P saccarophila 
usando técnicas de DNA recombinante. Os resultados demonstraram que a 
utilização de lactose e galactose tiveram sucesso em cepas de Ralstonia eutropha.
2.6.5.4 Melaço
Outro subproduto da indústria que vem sendo estudado como fonte 
alternativa de carbono na produção de biopolímero é o melaço. Este substrato é 
largamente usado como fonte de carbono em fermentações envolvendo leveduras 
(Peppler, 1979, citado por Beaulieu et al., 1995). Além de ser mais barato que a 
glicose, o melaço contém elementos traços e vitaminas tais como tiamina, 
riboflavína, piridoxina e niacinamida (Crueger e Crueger, 1984, citado por Beaulieu et 
aí., 1995) que podem ser usados como potencializadores do crescimento.
Liu et al. (1998) tiveram êxito em usar melaço de beterraba como única 
fonte de carbono para produzir P(3HB) em cultura batelada alimentada de E. coli 
recombinante. O melaço de beterraba foi hidrolisado e considerou-se que 60 g.L' 1 de 
melaço seria a concentração ideal de substrato para a síntese de P(3HB). Os 
resultados de peso celular seco, conteúdo de P(3HB) e produtividade de P(3HB) 
foram de 39,5 g.L'1, 80% (p/p) e 1 gL'1h'1, respectivamente, em um fermentador de 
5 L e após 31,5 horas de cultura.
No Instituto de Pesquisas Tecnológicas -  IPT (IPT, 1993) foram 
realizados estudos com melaço de cana invertido, que eles denominaram de HTM 
(High Test Molasses). A composição destes substrato é de 33% de sacarose, 33% 
de glicose e 33% de frutose. Os ensaios foram desenvolvidos usando nitrogênio
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como elemento limitante e utilizando, como cepa produtora de biopolímero, a R. 
eutropha DSM 545. Os resultados obtidos foram comparáveis àqueles obtidos para 
glicose com um acúmulo de P(3HB) em biomassa seca de 74% (p/p) e uma 
produtividade de 0,9 gP(3HB)L'1h~1.
Outro estudo com melaço de cana foi realizado por Beaulieu et aí. (1995). 
Neste trabalho, o melaço de cana foi usado como fator de crescimento para culturas 
de R. eutropha devido ao seu conteúdo em vitaminas e sais minerais. Os 
experimentos foram desenvolvidos em frascos de erlenmeyer contendo glicose como 
fonte única de carbono. Eles concluíram que uma concentração de 0,3% de melaço 
de cana, como fator de crescimento, maximizava a produção de P(3HB) ao estimular 
um aumento na formação de biomassa durante a fase de crescimento não limitado.
2.6 5 3  Resíduo da indústria de suínos
O resíduo da fervura de suínos, foi escolhido por Cho et al. (1997) como 
substrato devido à riqueza de componentes orgânicos e inorgânicos necessários ao 
crescimento bacteriano. Este resíduo contém acetato, propionato, butirato, 
isobutirato, valerato, isovalerato, hexanoato, nitrogênio, fosfato e sais minerais. Os 
estudos foram conduzidos analisando quatro substratos: glicose, glicose-alcanoato, 
resíduo de suíno e resíduo de suíno com glicose. Azotobacter vinelandii quando 
cultivado por 48 h em solução concentrada de resíduo de suíno com 30 g de glicose 
produziu 5,18 g.L' 1 de célula, 1,62 g.L"1 de PHB com 10,8% de hidroxivalerato. 
Quanto mais diluída a solução de resíduo, melhores foram os resultados obtidos. A 
produção de P(3HB-co-3HV) a partir destes substratos é menor do que em glicose, 
provavelmente pelo efeito inibitório do acetato, propionato, butirato e valerato 
presentes no resíduo. Mesmo sendo menor a produção de polímero quando 
comparada à glicose, a utilização deste resíduo é interessante do ponto de vista 
econômico.
2.6.5 8 Resíduo da destilação do álcool
Resíduo da destilação do álcool contém compostos nitrogenados e açúcar 
em sua composição permitindo o seu uso em fermentações (10-15 g.L' 1 açúcar-
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glicose e 1.5-1.7 gL ' 1 de nitrogênio total). Em estudos realizados por Lee et al. 
(1996d) este resíduo foi utilizado como fonte para o crescimento de Actinobacillus sp 
e produção de P(3HB). O melhor rendimento foi obtido sem limitação alguma e 
desta forma a produção de P(3HB) foi classificada como associada ao crescimento. 
Os dados finais obtidos foram 4.8 g.L ' 1 de célula e 2.1 g.L' 1 de PHB com acúmulo de 
42,8%.
2.6.5 J  Caseína hidrolisada como fonte de nitrogênio
Na busca de substratos mais baratos na produção de P(3HB), Bormann et 
al., (1998) estudaram a produção de P(3HB) por Ralstonia eutropha DSM 11348 (um 
mutante) cultivada em meio com glicose como fonte de carbono e caseína 
hidrolisada como fonte única de nitrogênio. Esta proteína é interessante pois já são 
usados na agricultura como fonte de nitrogênio. Concluíram que proteínas 
hidrolisadas constituídas de amioácidos e oíigopeptídeos podem ser usadas como 
fontes de nitrogênio em concentrações em torno de 30 g.L"1 ao invés de 
concentrações mais baixas como estavam sendo utilizadas.
Uma cultura com alta densidade celular apresenta vantagens em relação 
a uma cultura com baixa densidade como alta concentração de produto, 
produtividade aumentada e redução do custo de recuperação do produto. Assim, 
culturas em batelada alimentada são freqüentemente usadas para a obtenção de 
altas densidades celulares e reduzir efeitos inibitórios de substratos e certos sub­
produtos.
Lim et al, (1997) aplicando este tipo de cultura, obtiveram produtividade 
de 2,63 g.L'1h' 1 na produção de P(3HB) por R. eutropha. Também Lee et al., 
(1996c) para produção de P(3HB-co-3HV) por E. coli obtiveram valores em torno de 
2,88 g.L'1h' 1 com 120,3 g.L' 1 de biomassa. Valores altos de produtividade 
(2,42 g.L'1h"1) foram obtidos por Chang et al., (1994) para produção de P(3HB), com 
controle da concentração de glicose por R. eutropha (164 g.L4). Estudos de Ryu et 
al. (1997) demonstraram que em culturas de alta densidade de R. Eutropha, com
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limitação em fosfato é possível obter produtividade de 3,14g.L'1h'1, para produção 
de P(3HB).
2.7 Detecção e Extração de PHA’s
Tradicionalmente, o método de espectrofotometria de Law e Slepecky 
para análise quantitativa de PHB, através da conversão do polímero a ácido 
crotôníco por aquecimento com solução concentrada de ácido sulfúrico, tem sido 
substituído por cromatografia gasosa (Braunegg et al., 1978; Comeau et al., 1988, 
Riis e Mai, 1988). De fato, a cromatografia gasosa é o método mais empregado 
para a análise da quantidade, estrutura e composição de PHA’s acumulados 
(Braunegg et al., 1978). A técnica mais comum de detecção in vivo é a coloração 
fluorescente dos grânulos (Ostle e Holt, 1982).
Os processos de separação de PHA da biomassa podem ser divididos em 
duas categorias; (a) solubilização seletiva de PHA em solvente orgânico, deixando a 
biomassa restante em suspensão e (b) ruptura e precipitação (solubilização) dos 
componentes celulares outros que não o PHA, deixando os grânulos de PHA em 
suspensão (Ramsay, 1994b).
A utilização de compostos polares brandos como acetona e álcoois 
fragilizam ou destroem o material celular não polimérico (non polym ercell m aterial-  
NPCM), deixando intactos os grânulos de P(3HB), embora alguns PHAs de cadeia 
longa sejam solúveis em acetona (Holmes et al., 1980, Brandi et al., 1988). NPCMs 
consistem principalmente de ácidos nucléicos, lipídeos e fosfolipídeos, 
peptideoglicanos e proteínas.
A maioria dos processos de recuperação utilizam solventes orgânicos 
(Ramsay , 1994b). Embora a extração por solvente seja amplamente usada para 
recuperar P(3HB) com elevada pureza, este método requer grandes quantidades de 
solventes tóxicos e/ou voláteis, o que não apenas aumenta o custo total de produção 
como também causa danos ao meio ambiente (Choi e Lee, 1997).
A digestão de NPCM também pode ser obtida com soluções alcalinas de 
hipoclorito de sódio. Entretanto, durante a digestão do material celular não 
polimérico, é observada severa degradação de PHA resultando na perda de peso 
molecular do polímero (Berger et al., 1989). De acordo com Asenjo et al. (1995) um
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baixo peso molecular do polímero associado a uma ampla distribuição destes pesos 
moleculares são fatores indesejáveis para a produção industrial. Entretanto, fazendo 
um pré-tratamento com surfactante e a digestão com hipoclorito sob condicões 
ótimas (pH, temperatura, duração e relação biomassa/fase aquosa), se obtém um 
biopolímero menos degradado e com alta pureza (Ramsay et al., 1990b).
Recentemente, Choi e Lee (1999b) desenvolveram um método simples de 
digestão alcalina para recuperar P(3HB) a partir de E. coli recombinante. Quando as 
células de E. coli recombinante contendo 77% de P(3HB) foram tratadas com 
NaOH 0,2 M a 30 °C durante 1 hora, o P(3HB) foi recuperado com uma pureza de 
98,5%. Empregando o método de digestão aícaíína, o custo de produção de P(3HB) 
foi 25% menor que o obtido empregando o método de digestão por surfactante- 
hipoclorito.
2 8  Caracterização de PHA’s
Características como peso molecular e temperatura de fusão são 
importantes de serem quantificadas pois influem nas aplicações de PHAs. A 
caracterização destes polímeros pode ser realizada avaliando-se propriedades como 
densidade, cristalinidade, temperatura de transição vítrea, resistência a UV, 
permeabilidade ao oxigênio, biodegradabilidade, resistência ao impacto e a ruptura, 
distribuição do peso molecular, entre outras.
O peso molecular pode ser determinado por cromatografia por permeação 
(GPC) em gel utiíizando-se como fase móvel clorofórmio a 30°C com um conjunto de 
cinco cofunas de microstirageí para determinar a média da viscosidade de P(3HB) 
produzido por Ralstonia eutropha. Dawes e Sénior (1973) também citam esta 
técnica como a melhor para a determinação da massa molecular.
Temperaturas de fusão e transição vítrea de PHA's em estado sólido são 
determinadas por calorimetria de varredura diferencial (DSC) (Anderson e Dawes, 
1990; Zhang e Wang, 1994). Propriedades cristalinas são estudadas por raio-X 
(Lauzier e Marchessault, 1994).
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2.9 Aplicações
Devido às características que possuem os P(3H8) e P(3HB-co-3HV), 
estes polímeros foram inicialmente usados na manufatura de garrafas, filmes e fibras 
para embalagens biodegradáveis, bem como, sacos de proteção para plantas. Além 
disso, filmes de PHAs podem ser aplicados em papel ou papelão para formar uma 
película impermeável e produzir um material composto completamente 
biodegradável, o que é uma alternativa aos matérias compostos não biodegradáveis 
preparados a partir de, por exemplo, papelão mais polietileno ou alumínio 
(Steinbüchel e Füchtenbusch, 1998).
Os PHAs também têm suas aplicações na área médica, tais como, 
materiais osteossintéticos e suturas cirúrgicas. Estes biopolímeros podem ser 
aplicados como matriz de materiais para liberação lenta de drogas, hormônios, 
herbicidas, inseticidas e fragrâncias para as indústrias farmacêutica e de alimentos. 
As aplicações médicas e farmacêuticas do P(3HB) são, todavia, restritas devido à 
sua biodegradação muito lenta e elevada estabilidade hidrolítica em tecidos estéreis. 
Finalmente, está sendo estudado o uso de PHAs como matéria-prima para a 
produção de tintas (Steinbüchel e Füchtenbusch, 1998).
O modo básico de operação para propósitos de cirurgias, tais como 
clipes, chapas e fibras requere um certo grau de elasticidade e a habilidade de 
suportar um grau de flexibilidade sem fraturar, que alguns PHA’s podem atender.
Embora propriedades físicas de P(3HB) possam variar de acordo com as 
unidades de 3HV, o uso de técnicas de misturas com polissacarídeos, por exemplo, 
aumenta a versatilidade destes materiais. Isto pode ser interessante e útil, 
entretanto produz uma faixa de materiais biodegradáveis com um largo espectro de 
propriedades físicas para a investigação de misturas compatíveis.
Apesar de um método comum para aumentar a processabilidade e 
abaixar o módulo de tensão inicial de um polímero ser o uso de plasticidas durante o 
processo de operação, para aplicações biomédicas o uso de plasticidas apresenta 
dificuldades, primariamente por causa do potencial de toxicidade de substâncias 
normalmente usadas neste processo. Polímeros podem, em princípio, serem 
usados como plasticidas poliméricos para mudar propriedades físicas. Um polímero 
de interesse é o poliéster de poli-caprolactona (PCL) o qual em recentemente tem
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sido muito explorado por sua propriedade única de misturar-se com muitos 
polímeros em várias composições. Nestas condições, por ser biodegradável, PCL 
misturado a PHA5s é um polímero de potencial interesse, particularmente para 
aplicações biomédicas (Yasin e Tighe, 1992). A Tabela 2.4 apresenta a produção 
industrial e as áreas de interesse e aplicações de algumas empresas.
Tabela 2.4: Produção industrial de PH A ’s
Companhia
■■ llllltlB lllllM
Companhias produtoras de PHA’s e
mgãMÊmmMfÊÊm
Area de Atuação
Beríím Packaging Corp. (USA) Marketing
Bíoscrence Líofa (Finlândia) Apfrcações médicas
Bio Ventures Alberta Inc {Canadá} Produção por E co/t recombinante
Metabolix Inc (USA) Produção por plantas transgênicas
Polyferm Inc (Canadá) Produção por substratos de baixo custo
Zeneca Bio Products -  ICI Produção por R. eutropha
Zeneca seeds Produção por plantas transgênicas
Petrodnemia Danubia Produção por A latus
_____________________________________________ ]______________________________________________
A Figura 2.10 apresenta um esquema geral sobre o emprego de 
polihidroxialcanoatos representando o design espacial de aplicação destes 
polímeros. Este esquema é apresentado pela empresa Metabolix, que atualmente 
dedica suas pesquisas e produção em PHA’s aplicados à área médica. Este 
diagrama é apresentado da seguinte forma: as propriedades químicas da molécula 
do polímero (radicais presentes nas moléculas) no centro do design espacial 
determinam os atributos do polímero como o fato de ser biocompatível, 
termoplásticos ou termofixos, hipoalérgicos, etc. Estes atributos, por fim, 
determinam as suas aplicações como em válvulas para o coração, encapsulamento 
de remédios, suturas e outros.
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Figura 2.10: Esquema representativo do design espacial de aplicações de PHA’s
apresentado pela empresa Metabolix
Em suma, inúmeros materiais biodegradáveis termoprocessáveis têm sido 
produzidos, com propriedades físicas e degradativas as quais podem ser alteradas 
através da variação de quantidades de componentes de polímeros usados e os 
quais têm uma dependência composicional complexa. Certamente estas misturas 
são um grupo de materiais promissor (Sasikala e Ramana, 1996).
2.10  BlODEGRADABlUDADE
Biodegradabilidade é a capacidade de decomposição de materiais, em 
compostos inócuos, pela ação de seres vivos como, por exemplo, os 
microrganismos. Bactérias e fungos são os principais participantes no processo de 
biodegradação na natureza. A quebra destes materiais fornece aos microrganismos 
degradadores os precursores de componentes celulares além de energia. Deste
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modo a biodegradação nada mais é que um processo catabólico (Braunegg et ai., 
1998). Uma das propriedades que distingue PHA’s dos plásticos provenientes do 
petróleo é a sua biodegradabilidade. Produzidos naturalmente por bactérias do solo, 
PHAs são degradados quando expostos ao solo, ou a sedimentos marinhos. 
Apesar de sua biodegradabilidade os PHA’s também têm boa resistência à água e 
ao vapor e são estáveis sob condições normais de estocagem e uso.
P(3HB) e P(3HB-co-3HV) são degradados, em sistemas biológicos tanto 
aeróbios quanto anaeróbios pela ação de enzimas extraceluiares secretadas pelos 
microrganismos. A degradação ocorre mais rapidamente em despejos anaeróbios e 
mais lentamente no mar. Em ambientes aeróbio, os produtos finais são dióxido de 
carbono, água e húmus. Sob condições anaeróbias, metano também é produzido. 
Durante o processo de degradação não há a produção de intermediários nocivos 
(Luzier, 1992).
A Tabela 2.5 ilustra a degradação de um filme de 1 mm P(3HB-co-3HV) 
em diferentes ambientes como solo, água do mar, ambiente aeróbio e anaeróbio, e 
sedimentos de estuários.
Tabela 2.5: Biodegradação de P(3HB-co-3HV) em diferentes ambientes





Agua do mar 350
Fonte: Luzier, 1992
As velocidades de biodegradação dependem de uma série de fatores, 
incluindo área superficial, atividade microbiana, ambiente disponível, pH, 
temperatura, nível de mistura e presença de outros materiais nutrientes. Doi et al. 
(1990) estudaram a degradação hidrolítica e enzimática de filmes de P(3HB), P(3HB- 
co-3HV) e poli-3-hidroxivalerato-co-4-hidroxibutirato (P(3HV-co-4HB)) em vários 
ambientes. Eles verificaram que a presença de unidades de 4HB acentuavam as 
velocidades de degradação dos dois processos. Nakamura et al. (1992) expuseram 
filmes de P(3HB-co-4HB) à ação de PHA despolimerase isolada de Alcaligenes
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faecalis. A degradação enzimática foi acelerada para frações de 4HB acima de 
28 mol%, mas a depolimerização foi inibida para frações de 4HB acima de 85 mol%. 
Em outro experimento similar (Kang et al., 1995), a fração crítica de 4HB era de 13 
mol%, fração para a qual a velocidade de degradação era 10 vezes mais rápida do 
que o homopolímero P(3HB). Doi et al. (1990) consideraram que esta aceleração 
possa ser atribuída ao decréscimo da cristalinidade dos copolímeros de 4HB em 
relação aos polímeros de P(3HB) e P(3HB-co-3HV), oferecendo às enzimas 
degradativas melhor acesso às cadeias poliméricas.
Nishida e Tokiwa (1993) sugerem que dois diferentes métodos de ataque 
microbiano ocorrem em P(3HB): uma degradação preferencial às regiões amorfas do 
polímero pela despolimerase extracelular, seguido da colonização bacteriana da 
superfície do filme, com subsequente degradação localizada.
Uma importante perda de massa (50-100%) de amostras de P(3HB-co- 
3HV) exposta durante 120 dias em Iodos ativados foi observado por Gilmore et al. 
(1993) que demonstraram que a degradação resultava inteiramente da atividade 
biológica. A partir de experimentos em laboratório, Briese et al. (1994) relataram que 
a degradação de P(3HB-co-3HV) em despejo de lodo aeróbio era fortemente 
dependente do pH, com uma faixa de valores entre 7 e 8,5.
A Figura 2.11 representa o biociclo completo de produção e degradação 
de PHA’s. Neste ciclo através da fotossíntese, as plantas fazem uso da luz solar e 
convertem dióxido de carbono e água em carboidratos (1-2). Estes na forma de 
açúcares simples fornecem matéria-prima para a produção de PHA’s (3). Um 
microrganismo específico é utilizado no processo fermentativo para converter 
carboidratos em polímeros (4). Depois de acumular cerca de 80% de sua massa 
seca em forma de PHA’s, o polímero é purificado (5) e pode ser manufaturado (6). 
Após seu uso, PHA’s podem ser depositados em ambientes microbianos ativos (7) e 
a biodegradação deste polímero fornecerá água e gás carbónico (8). Por fim, uma 
rota direta através de plantas que produzem PHA’s pode ser obtida (9).
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Figura 2.11 Biociclo de Polihidroxialcanoatos
2.11 Fatores que Influenciam o Custo de Produção
PHAs são substitutos ideais dos plásticos derivados do petróleo por terem 
propriedades similares a vários termoplásticos e elastômeros, além de serem 
completamente biodegradáveis. Porém, o uso do PHA em uma faixa maior de 
aplicações é limitado principalmente pelo alto custo de produção deste biopolímero, 
quando comparado aos polímeros de origem petroquímica (Byrom, 1987).
Com o objetivo de reduzir o custo de produção e tornar o PHA um produto 
mais competitivo frente aos plásticos não biodegradáveis, tem-se procurado 
desenvolver melhores cepas de microrganismos produtores e processos mais 
eficientes de produção e recuperação de PHA (Lee, 1996a e b). Estes esforços 
permitiram, por exemplo, reduzir drasticamente o valor do copolímero P(3HB-co- 
3HV) (Luzier, 1992). Este copolímero era comercializado pela Monsanto com o nome
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de Biopol e sua produção anual em 1998 era de aproximadamente 800 toneladas 
(Braunegg et al., 1998). O Biopol teve seu preço reduzido de US$ 800,00 Kg'1, no 
início da década de 1980, para US$ 16,00 Kg4 em 1989 (Luzier, 1992). Ainda assim, 
este valor continua sendo muito elevado quando comparado ao preço de mercado 
de plásticos como o polietileno e o polipropileno que custam menos de US$ 1,00 Kg' 
'  (Poirier et al., 1995). Entre os fatores que afetam o custo final de produção de 
PHA, encontram-se: produtividade de PHA, conteúdo de PHA, fator de conversão de 
substrato em biopolímero, preço da fonte de carbono e método de recuperação 
empregado.
2.11.1 Produtividade  d e  PHA
A produtividade é definida como sendo a quantidade de produto 
produzido por unidade de volume e unidade de tempo. Para a produção de mesma 
quantidade de PHA por ano, o processo com menor produtividade requer um 
equipamento maior. Por exemplo, pode-se assumir que uma determinado processo 
produza 100 gPHA.L'1 em 50 horas (produtividade de 2 gPHA.L'1.h'1). Entretanto, se 
em 50 h fossem obtidos 50 gPHA.L'' (produtividade de 1 gPHA.L''h''), um biorreator 
duas vezes maior seria necessário para atender à mesma finalidade (Choi e Lee, 
1999a).
Comparando-se dois processos de produção de P(3HB) por E. coli 
recombinante com duas diferentes produtividades, para uma capacidade de 
produção estimada de 100.000 ton/ano, é possível ver o efeito da produtividade 
sobre o custo de produção (Choi e Lee 1997, 1999). Quando a produtividade de 
P(3HB) aumentou de 1,98 gL '1h'1 para 3,20 gL '1h'1, o custo operacional de produção 
de P(3HB) reduziu de US$ 5,37 Kg'' para US$ 4,91 Kg'' de P(3HB). Uma avaliação 
econômica mostrou que o aumento da produtividade provocou a redução dos custos 
de capital fixo direto, mão-de-obra e equipamentos (Choi e Lee 1997,1999a). A 
Tabela 2.6 apresenta o custo operacional estimado, fornecido por Choi e Lee 
(1999a), para a produção de 100.000 toneladas/ano de P(3HB) usando diversos 
microrganismos a partir de glicose.
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Tabela 2.6- Estimativa do custo operacional de produção de 100000 toneladas/ano de 
P(3HB) com A. latus, M. organophilum e E. coli recombinante como microrganismos 
produtores. O P(3HB) foi recuperado por surfactante e hipoclorito (Choi e Lee, 1999a).
Parâmetros A. latus3 A. tatus E. co/í E.cotí M.
Desempenho da cultura
Tempo de cultura (h) 18 20 41 49
organophilum
70
Concentração celular (g.L'1) 143 111,7 112 204,3 250
Concentração de P{3HB) (g.L'1) 71,4 98,7 81 157,1 130
Conteúdo de P(3HB) (%) 50 88 72,3 77 52
Produtividade de gL'1h'1 3,97 4,94 1,98 3,2 1,86
Fator de conversão (gP(3HB)/gcarbono 0,17 0,42 0,29 0,27 0,19
Avaliação econômica
Custo do capital fixo direto 1,42 0,73 1,31 1,00 1,57
Custo da mão-de-obra 0,20 0,12 0,21 0,16 0,23
Administração 0,09 0,05 0,09 0,08 0,11
Custo da matéria-púma , 4,94 1,26 2,99 2,97 3,31
Equipamentos 0,49 0,29 0,42 0,36 0,46
Tratamento/remoção de resíduos 1,13 0,15 0,35 ' 0,34 1,01
Custo total de produção (US$ Kg'1 P(3HB) 8,30 2,60 5,37 4,91 6,69
a- uma elevada concentração de inóculo (13,70 g de células secas.L‘ ) foi usado.
2.11,2 Conteúdo d e  PHA ’s e m  células
Choi e Lee (1999a) consideraram que o conteúdo de PHA afetava a 
eficiência do processo de recuperação e também o fator de conversão de substrato 
em PHA. O grau de pureza e o rendimento de PHA recuperado é fortemente 
dependente de seu conteúdo na biomassa. A recuperação de biopolímero da célula 
é facilitada por um conteúdo elevado de PHA.
Estes autores consideraram a influência do conteúdo de PHA sobre o 
fator de conversão de substrato em polímero comparando duas culturas em batelada 
alimentada de A. tatus. Para a cultura batelada alimentada de A. latus na qual se 
obteve um conteúdo de P(3HB) de 50%, o fator de conversão de substrato em 
P(3HB) foi de apenas 0,17 gP(3HB)/gsacarose (Yamane et al., 1996). No entanto, 
quando o conteúdo de P(3HB) aumentou para 88% da biomassa seca total,
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aplicando limitação em nitrogênio, o fator de conversão foi de 0,42 
gP(3HB)/gsacarose (Wang e Lee, 1997a). A análise econômica destes processos 
demonstraram que o custo de recuperação decresceu com o aumento do conteúdo 
de P(3HB). O conteúdo de P(3HB) de 50% resultou em um custo de recuperação de 
US$4,80 Kg'1 de P(3HB), enquanto que, para o processo que obteve um conteúdo 
de 88% de P(3HB) o custo foi de US$ 0,92 Kg'1 de P(3HB) (Lee e Choi, 1998). 
Comparando os dois processos, percebeu-se que o menor conteúdo de P(3HB) 
resultou em um maior custo de recuperação devido, principalmente, ao uso de 
grandes quantidades de agentes químicos para separar o P(3HB) e ao aumento no 
custo do tratamento dos resíduos. O custo dos equipamentos também aumentou 
com um menor conteúdo de PHA porque uma grande quantidade de células passa a 
ser necessária para obter a mesma quantidade de PHA.
2.11.3 C usto  da Fonte de  Carbono
O custo da fonte de carbono contribui significativamente para o custo de 
produção global de PHA (Yamane 1992, 1993). Choi e Lee (1999b) verificaram que, 
para um processo usando E. coli recombinante com uma concentração de P(3HB) 
de 157 g.L'1., obteve-se um conteúdo de 77% de P(3HB) e uma produtividade de 
3,2 gL 'fh 'f de P(3HB). O custo da fonte de carbono representava algo em torno de 
38% do custo total de produção para uma escala de produção assumida de
100.000 ton/ano.
O uso de fontes de carbono de baixo custo pode reduzir o custo de 
produção de P(3HB). Se amido de milho (US$ 0,22 Kg'1) for usado no lugar de 
glicose (US$ 0,51 Kg"f) para a produção de P(3HB) por E. coli recombinante, sem 
modificar as condições de processo, o custo de produção de P(3HB) decrescerá de 
US$ 4,91 Kg'1 para US$ 3,72 Kg'1 (Choi e Lee, 1999a).
A Tabela 2.7 apresenta o custo das fontes de carbono com base nos 
fatores de conversão teóricos (Lee, 1996a).
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Tabela 2.1 Efeito do custo do substrato e do fator de conversão em polímero sobre o 
custo de produção de P(3HB) (apresentado por Lee 1996a).
Substrato Preço aproximado Fator de conversão em P(3HB) Custo do substrato
C/S$ Kg'1) f(gPÇ3HB) (gsubstrato) fJ {US$ [(Kg P(3HB)r\'}
Glicose 0,493a 0,33b 1,30
(0,220c) (0.58)
Sacarose 0,290* 0,40 0,72
Metanol o/iaoe 0,43 0,42
Acetato 0,595e 0,38 1,56
Etanoí G,5023 0,50 1,00
Melaço de cana 0,220a 0,42 0,52
Soro de queijo 0,071a 0,33 0,22
HemíceMose lníd. 0,069^
. . . .
0,20 0,34
[
a- D ado obtido d e  Hocking e  M archessault (1994)
b- Calculado m ultiplicando q fa tor de conversão teórico por 0,80 (assumindo 80% de polím ero
acum ulado) ÇYamane 1992, 1993). 
c- Estim ado do va lor do am ido de m ilho hidrolisado. 
d- P reço  d e  m ercado internacional do  açú car bruto. 
e- Preço internacional obtido do Chem ical Journal (Korea).
2.11.4 Influência  do Oxigênio  dissolvido
Fornecer oxigênio suficiente para manter as condições aeróbias 
adequadas pode ser potencialmente oneroso (van Weger et al., 1998). Quando PHA 
é produzido em culturas de alta concentração celular, o oxigênio dissolvido 
freqüentemente atua como um fator limitante (Lee, 1996c). A prevenção da limitação 
do oxigênio geralmente requer um vaso pressurizado, elevada energia de mistura, 
elevadas vazões de gás e alimentação de ar enriquecido com oxigênio (Choi e Lee, 
1999a).
Neste caso, é interessante também pesquisar cepas capazes de obter uma 
elevada produção de PHA sob limitação em oxigênio. Wang e Lee (1997b) 
trabalhando sob limitação em oxigênio (1-3% de ar saturado) para culturas batelada 
alimentada de E. coli recombinante, conseguiram uma elevada concentração de 
P(3HB) que foi de 157,1 g.L'1 com um conteúdo de 77% de P(3HB) e uma 
produtividade de 3,2 gP(3HB)L~V\ o que é considerado bastante alto.
Capítulo II: Revisão Bibliográfica 53
2.11.5 M étodos de Recuperação
Em um processo de recuperação, os grânulos de PHA não devem conter 
muitos contaminantes (Steinbüchel et al., 1995). PHA altamente puro deve ser obtido 
pelo processo de quebra da célula e solubilização do material celular outros que não 
o PHA’s. Assim sendo, os métodos de digestão simples através de produtos 
químicos de baixo custo são os mais eficientes e econômicos para a recuperação de 
PHA’s. Tais métodos são especialmente eficientes na recuperação de PHA’s em 
células com elevado conteúdo de biopolímero e são aplicados na obtenção de 
PHA’s altamente puro de várias bactérias (Choi e Lee 1999b). Quando Azotobacter 
vinelandii UWD foi cultivada em um meio suplementado com peptona de peixe, as 
células tornaram-se frágeis. Um tratamento simples com NH40H  1 M durante 10 
minutos resultou em uma pureza de 94% (Page, 1992).
Choi e Lee (1999b) recuperaram P(3HB) de células de E. coli 
recombinante com uma pureza de 98,5% usando no processo uma solução de 
NAOH 2 M por um período de duas horas. Este método permitiu uma redução de 
25% nos custos de produção quando comparado ao método de digestão por 
surfactante-hipoclorito. A redução no custo de produção encontra-se, principalmente, 
na redução do custo de tratamento de resíduos que, segundo o trabalho, reduziu de 
US$ 0,34 Kg"1 para US$ 0,02 Kg'1 usando o tratamento alcalino.
Choi e Lee (1999b) compararam processos para a produção de P(3HB- 
co-3HV) por E. coli recombinante com outros processos nos quais microrganismos 
selvagens foram utilizados. Para a produção de 1000 m3 ton/ano com 14,3 % mol 
de 3HV por R. eutropha custaria $9,75/Kg quando digestão com hipoclorito fosse 
utilizado como método de recuperação. Para o mesmo processo com E. coli, a 
produção deste polímero com 10,6% mol de 3HV reduziria o custo para $5,05 kg 
com o mesmo método de recuperação. Se utilizada a digestão simples com NaOH, 
o custo seria de apenas $3,95 Kg.
Apesar disto, Ramsay (1994b) bem como Byrom (1987) citam que o 
método empregado industrialmente para a recuperação de PHA’s é o enzimático. 
Esta extração é mais atrativa economicamente pois a recuperação é mais eficiente.
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C ap ítu lo  Hl -  M a te ria l e M étodos
Neste capítulo são apresentadas as descrições dos equipamentos e 
metodologias utilizadas para execução dos experimentos realizados. As técnicas 
analíticas adotadas para as determinações das concentrações celulares, do 
consumo de substrato e produção, recuperação e caracterização de P(3HB-co-3HV), 
bem como os procedimentos experimentais adotados também estão descritas.
3.1 Experimentos realizados
A condução dos experimentos foi realizada em 5 etapas, descritas a seguir:
1a etapa, testes em frascos agitados buscando a melhor velocidade 
específica máxima de crescimento cefuíar, utifizando-se duas temperaturas 
diferentes (30° e 34°C), duas fontes de nitrogênio (milhocina e sulfato de amónia) e 
cinco fontes de carbono (frutose, glicose, açúcar invertido, galactose e lactose 
hidrolisada e misturas destes). O uso de soro de leite como substrato de baixo custo 
também foi estudado;
2a etapa: cultivos de Raístonia eutropha cepa DSM 545 estudando-se 
duas estratégias de limitação do nutriente fósforo (alimentação e carência) na fase 
de produção;
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3a etapa, culturas em batelada alimentada aplicando três formas 
diferentes de alimentação de ácido propiõnico na fase de produção: por regulação 
de pH, pulsos e alimentação continua. Dois substratos foram testados: açúcar 
invertido e soro de leite;
4a etapa: culturas em batelada alimentada com suplementação de ácido 
oleico para estimular a incorporação de unidades de 3HV na molécula do polimero;
5a etapa: Recuperação e caracterização do polímero
3.2 Microrganismo
A linhagem de microrganismo utilizada é a Ralstonia eutropha DSM 545 
devido à sua capacidade de utilizar glicose como fonte de carbono (mutante 
espontâneo).
A cepa de R. eutropha é mantida em um meio ágar nutriente sólido (NA) 
sob refrigeração. A composição deste meio é de 5,0 g.L"1 de peptona de carne, 3,0 
g.L'f de extrato de carne e 1,5% de ágar.
2.3 Meios b e  C ultura
Dois meios de cultura líquidos são utilizados:
»»► meio NB, utilizado na primeira pré-cultura que possui a seguinte composição: 
peptona de carne, 5,0g.L'1; extrato de carne 3,0 g.L'1.
meio mineral (MM), utilizado na segunda pré-cultura e como meio final, é 
baseado em Ramsay et al.(1990a), baseado por Aragão (1996) cuja a composição é 
dada na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Composição do meio MM
Solução Volume adie. Cone. no
Cone. (g.L1) * (mf.L * de meio) mefo (g.L f)
SOLUÇÃO 1 Ácido nitnioacético  ^ 19,1 10 0,19
Citrato ferroso de amónia 10 6 0,06
MgS04.7H2p 50 10 0,5
CaC\2.2tt20 5 2 0,01
Solução de oliçjo-elementosb 1 (1mL.L_1)
Agua
SOLUÇÃO 2 Na2HP04.12H20 223,8 40 8,95
KH2PO4 37,5 40 1,5
SOLUÇÃO 3 Fonte de carbonoc
SOLUÇÃO 4 Foníe de nitrogênio"
a concentrações üadas por liiro de meio
b a composição da solução concentrada de oligo-elementos è dada na Tabela 3.2 
c a composição da fonte de carbono depende do estudo realizado 
d a composição da fonte de nitrogênio depende do estudo realizado
0  pH da solução 1 é ajustado a 7,0 com KOH 5M. As soluções 1, 2 e 3 são 
autoclavadas separadamente durante 20 minutos a 120°C e adicionadas 
assepticamente para compor o meio final.






Na2Mo0 4 .2 H20 0,03 g.L'1
0,^  1 -1
CuS045H20 0,01 g.L' 1
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3.4 Culturas em Frascos Agitados
Duas pré-culturas são necessárias para a cultura de Ralstonia eutropha. 
A primeira é realizada em um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL de 
meio NB inoculado com duas a três alçadas da cepa mantida em meio ágar. Esta 
pré-cultura é incubada durante 24 h à temperatura de 30 °C(1), sob agitação de 150 
rpm. Após este período um segundo frasco Erlenmeyer aletado de 500 mL contendo 
150 mL de meio MM recebe uma quantidade correspondente a 10% de seu volume 
final de inóculo proveniente do meio NB. Este meio MM também é incubado durante 
24 h à temperatura de 30 °C(1) e agitação de 150 rpm. A concentração e a fonte de 
carbono são dependentes do ensaio realizado.
Nas análises preliminares, a cultura final para o crescimento do 
microrganismo é feita em frasco erlenmeyer aletado de 1000 mL, contendo 300 mL 
de meio MM e incubada à temperatura de 30 °C(1), sob agitação de 150 rpm. A 
inoculação é feita a 10% de seu volume a partir da pré-cultura anteriormente 
preparada em meio MM. Da mesma maneira, a fonte de carbono depende do 
ensaio a ser realizado.
A Figura 3.1 mostra o equipamento utilizado para as culturas em frascos
agitados.
Figura 3.1: Equipamento (Shaker) utifizado nas cufturas de Ralstonia eutropha em
frascos agitados
(1) Alguns ensaios foram realizados a 34°C e estão indicados quando discutidos.
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3.4.1 Preparo das soluções das fontes de carbono
3.4.1.1 Glicose, Frutose, Galactose e Açúcar Invertido
Prepara-se uma solução concentrada (500 g.L"1) do respectivo açúcar a 
ser adicionada nos frascos agitados para proporcionar uma concentração final no 
meio de cultivo de acordo com o experimento realizado.
3.4.1.2 Lactose Hidrolisada
Prepara-se uma solução de 50 g.L'1 e procede-se a hidrólise desta 
solução. A metodologia de hidrólise consiste em adicionar na solução 4 ml_ da 
enzima lactase (lactozim) por litro de solução e uma solução tampão (a base de 
fosfato e sódio) na solução e deixar em banho a 40 °C durante 1,5 h. Esta 
metodologia è Indicada pela Novo Nordisk S.A., empresa fornecedora da enzima. A 
concentração final de glicose na solução é determinada através do kit colorimétrico 
enzimático Biodiagnóstica. Esta solução hidrolisada será adicionada ao meio de 
cultivo e o volume deve proporcionar uma concentração final de acordo com o 
ensaio realizado.
3.4.1.3 Soro de leite hidrolisado
O soro de leite utilizado foi fornecido pela empresa Do Vale S. A. da região 
de Palhoça -  SC. Este soro provém da manufatura de queijos e para a utilização 
como meio de cultivo, utiliza-se a técnica de ultrafiltração. O soro é ultrafiltrado a 50 
°C, 3 bar e com uma velocidade tangencial de 2 m.s'1 e o permeado obtido é 
congelado para posterior hidrólise e utilização como meio de cultivo. A Figura 3.2 
apresenta o esquema de ultrafiltração do soro de leite, obtendo o concentrado e o 
permeado, e a Tabela 3.3 apresenta a composição média do soro e dos produtos 
obtidos da ultrafiltração.
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Membrana
Wlicroporosa
Figura 3.2: Esquema da obtenção do concentrado e do permeado, através da
ultrafiltração do soro de queijos
Tabela 3.3: Composição média do soro e dos produtos obtidos através da 
ultrafiltração
P rinc ipa is Soro de queijo Concentrado Permeado
Com ponentes
Agua 93,00 90,00 94,00
Proteína 0,95 3,00 0,20
Gordura 0,40 1,60 0,00
Lactose 5,00 4,60 5,30
Sais Minerais 0,65 0,80 0,50
100,00 100,00 100,00
Para a hidrólise do soro, segue-se a mesma metodologia adotada para a 
hidrólise da lactose com exceção da adição da solução tampão, desnecessária 
nesta hidrólise. A concentração final que se obtém é em tomo de 25 g.L'1 de glicose 
pelo fato que não se hidrolisar soluções concentradas de soro.
Concentrado Proteico
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3.2.4.2 Preparo da Solução de Nitrogênio - Milhocina
A milhocina, água de maceração do milho, foi fornecida pela Refinações 
de Milho Brasil e necessita de um tratamento prévio à sua utilização.
Este resíduo é preparado seguindo-se os passos sugeridos por Hoch
(1997) e adaptados de acordo com a capacidade dos equipamentos disponíveis. A 
seqüência utilizada consistem em:
*• Centrifugação a 5000 rpm por 20 minutos;
><+■ Elevação do pH do sobrenadante a 7.0 com NaOH 7M;
«► Centrifugação a 5000 rpm por 20 minutos;
Esterilização do sobrenadante;
»*■ Centrifugação a 5000 rpm por 20 minutos;
>+ Esterilização do sobrenadante;
Congelamento.
A concentração final de nitrogênio no meio deve ser a mesma que a 
utilizada com sulfato de amónia. De acordo com os dados fornecidos pela empresa, 
este resíduo contém 64 g.L~1 de nitrogênio. A Figura 3.3 mostra a milhocina em suas 
duas fases. Primeiramente sem o tratamento e depois do tratamento (aspecto mais 
escuro).
Figura 3.3: Milhocina: Aspecto do resíduo antes (esquerda) e depois (direita) do 
tratamento necessário à sua utilização como fonte de nitrogênio.
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3.5 Culturas em Biorreator
As culturas são realizadas em biorreator de 5 L (BIOFLO III, fabricado 
pela New Brunswick Scientific CO.). O fermentador, contendo a solução 1 do meio 
MM (item 3.2.3), é autoclavado durante 20 minutos a 120 °C. O volume de trabalho 
é de 4 L com 10% de seu volume de inóculo. A Figura 3.4 ilustra o equipamento 
utilizado.
Figura 3.4: Biorreator utilizado para as culturas celulares
3.5.1 Preparo do meio de cultura
3.5.1.1 Solução de açúcar invertido
Prepara-se uma solução concentrada (500 g.L"1) de açúcar a ser 
adicionada ao biorreator para proporcionar uma concentração final de 30 g.L/1 no 
meio de cultivo.
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3.5.1.2 Solução de soro de leite hidrolisado
Procede-se a mesma forma que o indicado no item 3.4.1.3 sendo o 
volume de hidrólise igual a 3L.
3.5.1.3 Solução de Fosfato
A solução de fosfato é preparada de maneira a ocorrer a limitação deste 
nutriente em aproximadamente 10 g.L"1 de concentração celular. Uma solução 
concentrada contendo 223,8 g.L 'f de Na2HP0 4 -1 2 H20  e 32,5 g.L 'f de KH2PO4 é 
adicionada ao meio para a obtenção de uma concentração finai de fosfato de 
8,95 g.L '1 e 1,5 g.L'1 respectivamente.
3.5.2 Preparo do Inóculo
O meio de cultura do inóculo é o mesmo citado no item 3.3, acrescido da 
solução de açúcar de acordo com o ensaio. O volume de trabalho é de 400 mL em 
frasco de 1000 mL, a temperatura de operação é de 30°C, a agitação 150 rpm e o 
tempo de cultura è determinado através da concentração celular. Quando esta 
atinge um valor de aproximadamente 5 g.L'1 segue-se a inoculação do meio de 
cultura. No Anexo I encontra-se uma curva padrão de calibração utilizada para o 
cálculo da concentração.
3.5.3 Condições de Operação
A temperatura para o desenvolvimento da cultura é mantida constante a 30°C 
e o pH ajustado automaticamente a 7,0. Em todos os ensaios NH4OH 5% foi 
utilizado para corrigir pH ácidos e, segundo a necessidade do estudo, HCI 1M ou 
ácido propiônico 4M foram utilizados para corrigir pH básicos.
As condições iniciais de agitação e aeração são de 400 rpm e 0,04 vvm, 
respectivamente, e atingiram, gradualmente, 780 rpm e 1 vvm. O polipropilenoglicol 
é utilizado como antiespumante.
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3.5.4 Estratégias de Alimentação
Todas as estratégias de alimentação descritas são realizadas a partir do 
início da fase de produção de P(3HB-co-3HV). A fase de produção é caracterizada a 
partir da análise de fosfato, conforme será descrito no item 3.6.3.4.
3.5.4.1 Alimentação em Fosfato
Nos ensaios em que se realiza a alimentação em fosfato, uma solução de 
2,61 g.L"1 de Na2P0 4 .1 2 H2 0  e 0,44 g.L'1 de KH2P 04 é preparada para proporcionar 
uma concentração no meio de 0,15 g.L 'f e 0,025 g.L 'f de fosfato, respectivamente. 
A vazão é correspondente a 23 ml.h'1.
3.5.4.2 Alimentação em Açúcar invertido
Açúcar invertido é alimentado sempre que sua concentração decresce a 
aproximadamente 10 g.L'1. Este valor é monitorado através do método de DNS, 
como será descrito no item 3.6.3.1. A alimentação deve ser realizada de forma a 
proporcionar uma concentração final de 30 g.L"1 de açúcar invertido.
3.5.4.3 Alimentação em ácido propiônico
Três formas de alimentação em ácido propiônico são utilizadas de acordo 
com o ensaio realizado: regulação de pH, pulsos e alimentação contínua.
A alimentação através de regulação de pH é realizada através de uma 
solução 4M do ácido. Inicialmente introduz-se no meio um pulso inicial de 10 mL de 
propionato de potássio com uma concentração de 454,5 g.L'1. A medida que este é 
consumido o pH do meio se eleva conforme é explanado no item 3.4.1. O ácido 
propiônico é então introduzido no meio sempre que o pH aumenta.
A alimentação através de pu lsos é conduzida a partir de pulsos de 10 mL 
de propionato de potássio 454,5 g.L'1, seguidos de pulsos de 5 mL de ácido 
propiônico 4M intercalados em 1,5 horas.
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A alim entação contínua de ácido propiônico é realizada a uma vazão de 
15 ml.h'1, a partir de uma solução 80 g.L'1 de ácido.
3.5.4Â Alimentação em ácido oleico
Adiciona-se ao meio um volume de 1 mL de ácido oleico (P.A.) 
previamente esterilizado obtendo-se uma concentração final no meio de 0.25 g.L'1.
3.6 Métodos Analíticos
3.6. í  Amostragem
A amostragem nos ensaios em frascos agitados é realizada de hora em 
hora até 8 horas de cultura seguido de intervalos de 2 horas. O volume de amostra 
retirado é de 2 mL para leitura em espectrofotômetro e de 8 mL para determinação 
da concentração celular por gravimentria em três tempos: 0 h, 5 h e 12 h.
Nos ensaios em biorreator, descartam-se inicialmente 10 mL, e amostras, 
de 20 mL são retiradas em intervalos de 2 horas até a oitava hora, seguidas de 
tomadas de amostras a cada 1,5h até o fim da cultura.
As amostras são congeladas em duplicata a -20°C, depois de 
devidamente preparadas para posterior análise. Duplicatas são guardadas para 
possíveis realizações de análises novamente. A Figura 3.5 apresenta um diagrama 
sequenciando os passos de amostragem.
3.6.2 Determinação da Concentração da Biomassa
A concentração celular é determinada por dois métodos: por 
espectrometria (durante a cultura) e por gravimetria.
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ubstrato e ácido propiônico
vezes com águaLavar as
SRsBSRSl
destilada, a 15.000 rpm por 2  minutos
(2 mL), ácido propiônico (2 mL) e Biomassa (10 mL-1 mL)
Oividir as amostras em alíquotas para as diversas análises:
Ressuspender as células com 2 mL de água para a
. ’"<L- _ _■”...  ...................-
e de proiema e z mu ue meianoi iovo 
acidificado para análise de polimero
Figura 3.5 Diagrama esquemático da seqüência de amostragem
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3.6.2.1 Medida por espectrometria
A concentração de biomassa do material coletado é avaliada em um 
espectrofotômetro (modelo E225-D, marca CELM) medindo-se a absorbância a 
600 nm. Para manter uma precisão adequada (região linear), a faixa de absorbância 
utilizada é de 0,000 até 0,800. A partir deste valor são feitas diluições para manter a 
linearidade.
3.6.2.2 Gravimetria
A concentração celular é obtida por gravimetria a partir de um volume 
conhecido de cultura compreendido entre 1 e 10 ml_, filtrado através de membranas 
Millipore de poliamida pré-pesadas (poro de 0,2 jim). O filtrado é lavado duas vezes 
com HCI 0,01 M, para remover íons e sais presentes na biomassa, seguido de 
secagem em estufa a 90°C por 24 h. A existência de uma relação linear entre a 
biomassa e a absorbância a 600 nm, na fase de acúmulo celular, permite construir 
uma curva de calibração de biomassa em função da absorbância que serve para 
estimar a concentração de células durante a fase de crescimento da cultura (Anexo I 
-  Figura A1).
3.6.3 Dosagem de Substratos
3.6.3.1 Açúcar Invertido e Soro de leite hidrolisado
A dosagem de açúcar invertido é feita pelo método do ácido 3-5 
dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959), que determina a concentração de açúcares 
redutores. O reativo é preparado da seguinte forma:
*• 300 g tartarato duplo de sódio e potássio e 16 g de NaOH dissolvido em água 
destilada.
>*► Adicionar aos poucos 10 g de ácido dinitrosalicílico (aquecer se necessário). 
Completar volume a 1 litro de água destilada.
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A metodologia de análise é a seguinte: um volume de 200 \x\ de 
sobrenadante, previamente diluído, é adicionado a 200 jil de reativo DNS e depois 
colocado em ebulição, durante 5 minutos, em banho-maria. Após o resfriamento em 
banho de gelo, adiciona-se 2 mL de água destilada. Um tempo de 15 minutos é 
necessário para que a amostra se estabilize à temperatura ambiente. A leitura 
espectrofotométrica é realizada a 540 nm contra um branco de água destilada. A 
escala é compreendida entre 0 e 2 g.L'1 de glicose. A curva de calibração expressa a 
concentração de glicose (g.L'f) vs. absorbância (540nm). O Anexo I apresenta um 
exemplo de curva padrão (Anexo I -  Figura A2).
3.6.3.2 Proteínas
Amostras do meio de cultura compreendidas entre 2 e 4 mL são 
centrifugadas a 15.000 rpm por 5 minutos e o precipitado é lavado duas vezes com 
água destilada e congelado a -20°C para posterior análise pelo método de Biureto 
(Stick)and, 1951). O precipitado è ressuspenso em 5,5 mL de água destilada e a Vise 
ceiular é provocada por adição de 1mL de NaOH 20% (p/v) e incubação em banho- 
maria a 100°C durante 5 minutos. Após resfriamento, 170 jjL  de CuSC>4 25% (p/v) 
são adicionados, e deixam-se em repouso por mais 5 minutos. O sobrenadante 
obtido, após centrifugação a 5000 rpm durante 10 minutos, é analisado por 
espectrofotometria em um comprimento de onda de 560 nm. A concentração em 
g.L'1 é obtida através de uma curva de calibração de proteína (g.L'1) vs absorbância 
(560nm), utilizando albumina bovina (BSA) entre 0 e 3g.L_í como padrão conforme 
ilustrado no Anexo I (Figura A3).
3.6.3.3 Dosagem de Fosfato
Para a dosagem do fosfato é utilizado um kit colorimétrico (Fosfato Dolles). 
Os reagentes utilizados são os seguintes:
Solução Padrão: solução aquosa contendo 5 mg.dL'1 de fósforo;
Ácido Ascórbico: frasco contendo 2 g de ácido ascórbico. Após reconstituição, 
tem-se uma solução 0,084 M de ácido ascórbico.
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»“► Reagente Molibdato: solução 0,018 M de molibdato de amónio em H 2 S O 4  1,5 M. 
Solução alcalina: solução 16 M de monoetanolamina.
Identificam-se 3 tubos de ensaio com B (branco), T (teste) e P (padrão) e 
procede-se conforme a seqüência apresentada na Tabela 3.4.
Tabela 3.4: Seqüência para a dosagem de fosfato.
Branco Teste Padrão
Acido Ascórbico 3 mL 3 mL 3 mL
Amostra - 100 (iL
Soíução padrão - - 100 [xL
Reagente IVfoíibdaío 1 mL 1 mL 1 mL
As proteínas se precipitam. Deixar repousar durante 1 minuto
Solução alcalina 0,5 mL 0,5 mL I 0,5 mL
Agita-se e deixa-se repousar por 2 minutos. Lêem-se as absorbâncias de 
teste e padrão, ajustando-se o zero com o branco, em espectrofotômetro em 
660nm.
A concentração de fosfato é calculada em g.L"1 de acordo com a equação 
3.1, onde abs é a absorbância lida.
, _ , abs teste AA_. ...
fosfato =— ------- — xQ,05(g / L) (Eq.S.1)
abs padrao
3.6.3,4 Dosagem de Ácido Propiônico
A dosagem deste substrato é realizada de acordo com a metodologia 
proposta por Anderson e Madden (1998) que consiste na extração do ácido seguida 
por análise cromatográfica. Os passos para a extração são os seguintes:
»*- 1mL de sobrenadante é misturado com 1 mL de ácido butírico 0.01% (v/v) e 1mL 
de éter;
Agita-se vigorosamente;
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«"► Centrifuga-se a 1000g durante 5 minutos.
A análise cromatográfica é realizada exatamente nas mesmas condições 
que as aplicadas para a dosagem de P(3HB-co-3HV), conforme descrito no item 
3.3.3.3. O Anexo I apresenta um exemplo da curva de calibração (Figura A4).
3.6.4 Dosagem de P(3HB-co-3HV)
O P(3HB-co-3HV) é dosado por cromatografia gasosa conforme o método de 
metanólise baseado em Braunegg et al. (1978), com as modificações propostas por 
Brandi et al.(1988).
As amostras, com volume conhecido de meio de cultura, são centrifugadas a
15.000 rpm por 5 minutos. O precipitado é lavado duas vezes com água destilada e 
a última ressuspensão é realizada em 2 mL de metanol acidificado (H2SO4 15%), 
contendo ácido benzóico 0,4 g.L'1 como padrão interno. A amostra é então 
congelada a -20°C para posterior análise. Após descongelamento, um volume de 
2 mL de clorofórmio é adicionado e a mistura aquecida a 100°C durante 140 
minutos. Depois de 1 hora de aquecimento, a mistura é agitada durante alguns 
segundos e devolvida ao aquecimento. Após resfriamento à temperatura ambiente, 
adiciona-se 1mL de água destilada e as amostras são agitadas durante 30 
segundos, seguido de decantação. A fase orgânica (inferior) é retirada com uma 
seringa e guarda-se em geladeira para posterior análise em cromatografia gasosa. 
A curva padrão (Anexo I -  Figura A5) é feita utilizando-se o poli-3-hidroxibutirato-co- 
3-hidroxivalerato (Sigma), como padrão externo, com massa variando entre 0,0010 g 
e 0,010 g. Submetem-se os padrões à mesma metanólise que as amostras. A 
coluna utilizada para dosagem do P(3HB) é de sílica fundida (0O,53mmX 30m) 
modelo Supercowax-10. O cromatógrafo é um CG-90 equipado com um detector de 
ionização de chama (DIC ar-hidrogênio). O gás de arraste utilizado é o nitrogênio a 
20 mL/min e as temperaturas de injeção, detecção e coluna são respectivamente de 
185°C, 230°C e 110°C. O volume injetado é de 1 \iL. A integração e os 
cromatogramas (Anexo I -  Figura A6) foram obtidos através de uma placa interface 
AD/DA-MICROQUÍMICA.
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3.7 Tratamento de Dados
3.7.1 Ajuste dos Dados Experimentais
Os dados experimentais obtidos são ajustados pelo programa Lissage, 
desenvolvido pelo laboratório do “Instituit National des Sciences Appliquees de 
Toulouse” França, por Ardaillon-Simoes, Arroyo, Uribelarrea.
3.7. Análise Cinética
Como o acúmulo de P(3HB-co-3HV) é intracelular, as taxas específicas de 
crescimento celular e de produção de P(3HB-co-3HV) devem ser calculadas em 
relação à biomassa residual (Xr), obtida pela diferença entre a quantidade de 
biomassa total (Xt) e a quantidade de P(3HB-co-3HV) (Xr=Xt-P(3HB-co-3HV)).
3.7.2.1 Velocidades Específicas de Crescimento
As velocidades específicas máximas de crescimento na fase de 
crescimento não limitado são calculadas a partir do coeficiente angular da curva 
linearizada pelo logaritmo neperiano da biomassa residual com o tempo de acordo 
com a equação 3.2.
In(Xr) = ln(Xr0) + (it Eq. 3.2
Onde:
Xr = biomassa residual (g)
Xr0 = biomassa residual inicial (g)
,li = velocidade específica máxima de crescimento celular (h"1) 
t = tempo (h)
3.7.2.2 Velocidade Específica de Produção de P(3HB-co-3HV)
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A velocidade específica de produção de P(3HB-co-3HV), ou de 3- 
hidroxivalerato são calculadas através da relação entre a derivada das curvas 
ajustadas de produção de polímero dividido pela biomassa residual no programa 
Lissage.
3.7.3 Fatores de Conversão
O fator de conversão é obtido a partir do coeficiente angular da porção 
linear do gráfico da quantidade analisada (biomassa, biomassa residual ou P(3HB- 




Yo/s = fator de conversão de substrato S no componente Q fg.g'1).
Q = componente que pode representar a biomassa, biomassa residual ou P(3HB-co- 
3HV) (g).
S = substrato utilizado (g).
3.7.4 Produtividade Média de P(3HB-co-3HV)
A produtividade média, ilustrada na equação 3.4, é calculada pela 
diferença entre a concentração de P(3HB-co-3HV) em um instante de tempo t e a 
concentração inicial de P(3HB-co-3HV) dividida pelo intervalo de tempo 
correspondente.
_  P(3NB - c o -  3HV)t -  P(3HB - c o -  3 H V \
Eq. 3.4
Onde:
Pr = produtividade média de P(3HB-co-3HV) (g.L~1.h'1).
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PHBt = quantidade de P(3HB-co-3HV) no instante de tempo t (g).
PHBto = quantidade de P(3HB-co-3HV) no tempo t0 inicial (g).
3.7.5 Produtividade de P(3HB-co~3HV) na Fase de Produção
A produtividade na fase de produção, indicada na equação 3.5, é 
calculada pela diferença entre a quantidade de P(3HB-co-3HV) em um instante de 
tempo t após o início da fase de produção e a concentração de P(3HB-co-3HV) no 
início da fase de produção dividida pelo intervalo de tempo correspondente a estas 
concentrações.
P(3HB - c o -  3HV)e -  P(3fíB - co-  3H V \
p I ■ 3.5
t - t
Onde:
Pp = produtividade na fase de produção (g.L'1.h'1).
P(3HB-co-3HV)t = concentração de P(3HB-co-3HV) no instante de tempo t após o início 
da fase de produção (g.L~1).
P(3HB-co-3HV)ti =concentração de P(3HB-co-3HV) no tempo ti inicial da fase de 
produção (g.L'1).
3.8 R e c u p e ra ç ã o  e  C a ra c te r iz a ç ã o  d e  P(3HB-co-
3HV)
3.8.1 Extração de P(3HB-co-3HV)
A técnica utilizada para a recuperação intracelular de P(3HB-co-3HV) foi 
baseada em Lee (1996b), modificada de acordo com a limitação dos equipamentos 
disponíveis.
Primeiramente, as células são separadas do caldo fermentativo por 
floculação. O pH do meio é ajustado a 9,0 com NH4OH 5%, o meio é aquecido a
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60°C e o pH é novamente ajustado a 4,0 com HCL 1M. Segue-se a uma 
centrifugação 4000 mín'? durante 20 minutos. O precipitado é congelado para 
posterior recuperação do polímero. Esta recuperação é efetuada através das 
seguintes etapas:
*  Tratamento das células com acetona (4:1) durante 20 minutos a 50 °C;
*• Secagem das células em estufa por 2 horas a 60 °C;
*► Refluxo das células misturadas em clorofórmio a 30°C por 48 horas;
»► Filtração das céfufas;
“*• Precipitação de P(3HB-co-3HV) em metanol e água (7:3).
3.8.2 Caracterização de P(3HB-co-3HV)
Para a análise térmica do polímero duas técnicas são empregadas: 
Calorimetria de varredura diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA).
A análise por DSC é realizada com nitrogénio a uma vazão 50 mL/min. A 
temperatura inicial é de 0°C, a final, 300°C e degraus de 10°C/min são utilizados.
A análise por TGA, da mesma forma é realizado com uma vazão de 50 
mL/min de nitrogénio, a uma variação de 0°C a 400°C com 10°C/min.
As análises são realizadas peia Central de Análises Químicas da 
Universidade Federal de Santa Catarina e fornecem os dados de temperatura de 
fusão, de transição vítrea e de degradação.
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Ca p ítu lo  IV  -  R esul tados e  D isc u ssã o
Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados obtidos de 
acordo com os experimentos descritos no capítulo de Material e Métodos.
4.1 Estudos Prelim inares
O processo de produção de PHA's por Ralstonia eutropha é conduzido 
em duas fases distintas: fase de crescimento não limitado com produção de 
biomassa e fase de produção com acúmulo de polímero (Dawes e Senior, 1973). 
Se a primeira fase tiver uma produtividade em células alta, será rápida e, 
consequentemente, haverá uma melhoria na produtividade global do polímero. 
Portanto, é interessante utilizar condições de cultivo que proporcionem valores de 
velocidade de crescimento altos. Também, o uso de fontes que reduzam o custo 
final do polímero é interessante para torná-lo mais competitivo comercialmente. 
Neste sentido, foram estudados diferentes substratos (inclusive de baixo custo) e 
condições de cultivo que levassem a melhorar os valores de velocidade específica 
de crescimento celular na fase de crescimento e diminuíssem o custo de produção 
de PHA’s. Os valores de velocidade específica de crescimento nesta seção foram 
calculados com base na biomassa total gerada.
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4.1.1 Influência da fonte de carbono no crescimento de R 
eutropha
A fonte de carbono é talvez o parâmetro que mais influencia o 
crescimento de um microrganismo. Tal fato levou a sucessivos estudos buscando 
se encontrar uma fonte de carbono que proporcione bom crescimento e tenha um 
custo reduzido (Lemos et al., 1997; Linko et al., 1993). Neste sentido, a comparação 
de várias fontes de crescimento se apresenta como uma forma de procurar uma 
alternativa de melhorar a produtividade na fase de crescimento e diminuir o custo 
finai de produção.
Cinco fontes de carbono foram estudadas: glicose, frutose, galactose, 
lactose hidrolisada e açúcar invertido. Estes substratos foram oferecidos como única 
fonte de carbono disponível e também foi empregada a mistura destes. Testes 
foram realizados em frascos agitados, a 30 °C, por 12 horas. Estes ensaios foram 
conduzidos durante 12 horas (mesmo com concentrações de substrato ainda 
disponíveis ao fim do ensaio) pois este período consistiu aproximadamente na fase 
de crescimento obtido por Oliveira (1999) em estudos anteriores.
4.1.1.1 Uso de diferentes fontes de carbono como único substrato 
disponível
Primeiramente, cada uma das fontes de carbono foi utilizada com o único 
substrato disponível ao crescimento de Ralstonia eutropha. Cada um dos ensaios 
foi realizado em concentrações em torno de 20 g.L '1. Os gráficos ilustrando a 
evolução da concentração de biomassa obtida em função do tempo para cada 
ensaio são apresentados no Anexo II (Figura A6).
A Figura 4.1 ilustra o In da biomassa total (representando a concentração 
celular) durante a cultura onde o açúcar invertido, galactose, frutose e glicose foram 
utilizados como substrato.
O valor de velocidade específica máxima de crescimento obtido em 
açúcar invertido = 0,26 h'1) é ligeiramente maior do que o obtido em glicose 
(Umax = 0,23 h"T). Isto sugere que este substrato pode potencialmente substituir a
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glicose, uma vez que o valor de velocidade de crescimento é mais alto e o custo 
deste é menor comparado ao da glicose. O valor obtido para glicose (0,23 h'1) é o 
mesmo relatado por Kim e Lee (1993). Cabe ressaltar que o açúcar invertido tem 
uma composição de 20% de sacarose, 40% de glicose e 40% de frutose 
(Copersucar -  Dados não publicados).
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Figura 4.1: Evolução da concentração de biomassa durante a cultura com açúcar 
invertido, glicose, frutose ou galactose, oferecidos como única fonte de carbono
disponível (20 g.L'1).




Foi obtido o crescimento da bactéria em galactose com velocidade 
específica máxima de crescimento igual a 0,13 h'1. Este fato é interessante pois 
permite a utilização de ambos os açúcares resultantes do processo de hidrólise da 
lactose, mesmo que com velocidade específica mais baixa do que a glicose. O valor 
encontrado para a velocidade específica máxima de crescimento é equivalente ao 
relatado na literatura por Pries et al., 1990, que obtiveram crescimento em galactose 
utilizando Ralstonia eutropha modificada geneticamente com velocidade específica 
máxima de crescimento de 0,13 h"1.
O crescimento em frutose apresentou uma velocidade específica de 
crescimento igual a 0,21 h'1. Esperava-se que este substrato proporcionasse a mais 
alta velocidade de crescimento uma vez que em estudos realizados por Linko et al 
(1993), o crescimento em frutose proporcionou os melhores valores de concentração
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de polímero e de crescimento microbiano, entre outros substratos, embora os 
autores não forneçam os valores de velocidade específica de crescimento. Por outro 
lado, estudos realizados por Luong et al. (1989) apresentaram 0,17 h‘1 como valor 
de velocidade específica de crescimento.
Ralstonia eutropha não possui a capacidade de assimilação direta de 
lactose, portanto é necessária uma hidrólise prévia deste substrato, permitindo então 
a assimilação dos açúcares provenientes desta hidrólise (glicose e galactose) por 
parte da bactéria. Tal hidrólise pode ser realizada através de enzimas ou 
quimicamente, através de ácidos ou bases. Ambos os métodos foram testados.
Os testes realizados com hidrólise ácida apresentaram resultados 
insatisfatórios e muito abaixo do esperado, comparando-se com glicose. Acredita-se 
que este tipo de hidrólise provoque um acúmulo muito grande de sais no meio, pois 
necessita-se de muita base para ajustar o pH a 7.0 após a hidrólise, e com isso há 
uma alteração substancial na composição de sais do meio. Assim, todos os testes 
foram realizados com hidrólise enzimática conforme descrito no item 3.4.1.2
A Figura 4.2 ilustra o crescimento em lactose hidrolísada por enzima com 
uma concentração de açúcar em torno de 25 g.L"1 sendo 12,5 g.L'1 de glicose e
12,5 g.L'1 de galactose. Nesta cultura são observadas duas fases distintas de 
crescimento, a primeira correspondente ao consumo de gVicose e a segunda ao 
consumo de galactose.
Figura 4.2: Evolução da concentração de biomassa (g .L1) ao longo da cultura de 
Rafsfonia eutropha em 20g\íi de factose hidrofisada (A -  concentração cefufar; B -  
logaritmo neperiano) em ensaios realizados em frascos agitados
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Observa-se na figura 4.2 (B) que a mudança de inclinação da velocidade 
específica máxima de crescimento ocorre em torno de 5 h, mesmo instante em que a 
curva (A) mostra uma desaceleração do crescimento. Para a análise deste 
comportamento deve-se considerar que o fator de conversão de glicose em 
biomassa por Ralstonia eutropha é 0,5 g.g'1 (Aragão., 1996) e que abaixo de 10 g.L'1 
existe limitação do crescimento (Oliveira, 1999). A análise dos dados do gráfico 
mostram que foi produzido 0,53 g de biomassa até aproximadamente 5 h. 
Considerando o fator de conversão, ter-se-ia consumido 1,2 g.L'1 de glicose, 
restando-se 11,3 g.L 'f no meio. Esta concentração está próxima do valor da 
concentração de limitação do crescimento (Oliveira, 1999), indicando que o 
microrganismo passa a consumir o outro substrato disponível (galactose).
Os valores da velocidade específica máxima de crescimento obtidos na 
primeira e na segunda fase foram respectivamente de 0,20 h'1 e 0,11h'1. Estes 
valores são muito próximos aos obtidos quando estes açúcares são consumidos 
como única fonte de carbono, confirmando o consumo inicial de glicose 
(Uma* = 0,23 h'1), seguido do consumo de galactose (nway.= 0,13 h'1).
4.1.1.2 Uso de Misturas de Substratos
Ensaios com misturas de substratos foram realizados com o objetivo de 
se estudar a possibilidade de existir um efeito potencializador da velocidade 
específica de crescimento do microrganismo pelo efeito sinergístico dos substratos. 
Foram utilizadas misturas de lactose hidrolisada, glicose, frutose e açúcar invertido. 
Duas séries de ensaios foram conduzidas: a primeira em concentrações de 30 g.L'1 
(7,5 g.L 'f de cada um dos substratos) e a segunda com 40 g.L 'f (10 g.L 'f de cada um 
dos substratos). Além destes, ensaios foram conduzidos com concentrações 
variando entre 40 g.L'1 e 80 g.L'1 buscando-se a possibilidade de melhores 
resultados quando os substratos estão associados. No anexo II (Figura A7) 
encontram-se as curvas que ilustram a evolução da biomassa produzida pelo tempo 
para os ensaios conduzidos com misturas de substratos.
A Figura 4.3 ilustra o crescimento de Ralstonia eutropha nos ensaios com 
concentrações iniciais de 30 g.L'1 e 40 g.L'1 de substrato. A velocidade específica 
máxima de crescimento obtida no ensaio com 7,5 g.L 'f de cada um dos substratos
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(30 g.L '1 total inicial) foi de 0.23 h'1 enquanto que este valor foi de 0,17 h'1 quando foi 
utilizado a 10 g.L'1 de cada um dos substratos (40 g.L'1 total inicial). O jamax mais 
elevado obtido (0,23 t f v) foi próximo ao obtido com glicose e açúcar invertido, 
mostrando que não ocorre efeito sinergístico entre estes substratos quando 
associados durante o crescimento.
Tampa ^
Figura 4.3: Concentração de Ralstonia eutropha durante as culturas realizadas com 
mistura de lactose hidrolisada, glicose, frutose e açúcar invertido
Como o melhor valor de j.imax obtido foi quando açúcar invertido foi 
utilizado como fonte de carbono, estudou-se a mistura de glicose e frutose, em 
iguais proporções, comparando-se assim com o ensaio realizado com açúcar 
invertido. A Figura 4.4 ilustra este ensaio. O valor da velocidade específica obtida 
foi 0,20 h'1, menor que o obtido com açúcar invertido (0,26 h'1), o que leva à hipótese 
de existir um efeito potencializador do crescimento quando glicose e frutose 
compõem o açúcar invertido, que pode ser devido à composição do último.
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em 40 g.LT' de substrato: glicose (50%) e frutose (50%)
Outros ensaios com novas misturas de substratos e em diferentes 
concentrações foram realizados. A Tabela 4.1 resume os dados apresentados para 
as diversas fontes de carbono estudadas.
Os resultados expostos na Tabela 4.1 indicam que açúcar invertido 
apresentou o melhor valor de velocidade específica de crescimento quando utilizado 
como única fonte de carbono. Quando este substrato foi utilizado com frutose, a 
velocidade específica de crescimento alcançou um valor próximo ao obtido com 
açúcar invertido como fonte única de carbono. O mesmo comportamento não foi 
observado quando a combinação foi açúcar invertido e glicose.
Em quase todos os ensaios nos quais a lactose esteve presente foram 
observadas duas fases de crescimento, com comportamento muito similar ao 
anteriormente discutido para a lactose hidrolisada, ou seja, (imax correspondente ao 
consumo de glicose na primeira fase, seguido de um (.imax correspondente ao 
consumo de galactose. Quando lactose esteve presente associada a outros 
substratos em ensaios cuias concentrações totais iniciais foram de 60 g.L'1 e 
80 g.L'f, não foram observadas duas fases de crescimento e atribuiu-se este fato à 
alta concentração de substrato disponível ao consumo, anteriormente a galactose.
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Tabela 4.1 Valores de jumax obtidos para diferentes associações de fontes de 
carbono.
Fonte de Carbono Utiiizada Concentração  
In ic ia l (g .L*)
/j na 1a 
fase (h '1)
/j na 2a 
fase (h '1J
Açúcar Invertido 20 g.L'' 0,26 tf'
Glicose 2 0  g r ' 0,23 tf"
Frutose 20 g.L'' 0,21 t f '
Galactose 20 g.L''1 0,13 t f '
Lactose Hidrolisada 20 g.L'1, 0,20 b-' 0,11 t f '
GVicose (25%), Frutose (25%), Açúcar 
\nver\ido (25%) e Lactose HitirroVisada (25%)
30 g.L'1 0,23 b '1
GUcose (25%), Frutose (25%), Açúcar 
Invertido (25%) e Lactose Hidrolisada (25%)
40 g.L'1 0,17 h'1
GUcose (50%) e Frutose (50%) 40 g.L'1 0,20 t f 1
GUcose (50%) e Lactose hidrolisada (50%) 40 g.L'1 0,26 t f 1 0,13 t f 1
Açúcar Invertido (50%) e Lactose 
hidrolisada (50%)
40 g.L'' 0,21 t f ' 0,11 t f '
Açúcar Invertido (50%) e Frutose (50%) 40 g.L'? 0,23 h"í
Açúcar invertido (50%) e Gíícose (50%) 40 g.L-1 0,18 t f ’
Açúcar Invertido (25%), Lactose Hidrolisada 
(25%), Glicose (25%) e Frutose (25%)
80 g.L'1 0.10h"T
Lactose HídroJisada (33%), GJícose (33%) e 
Frutose (33%)
60 g.L '1 0.16h^
Açúcar Invertido (33%), Lactose Hidrolisada 
(33%) e Frutose (33%)
60 g.L '1 0.14b'1
Açúcar tovertido (33%), Frutose (33%) e 
GUcose (33%)
60 g.L'1 0.16 tf '
Nos ensaios conduzidos a 60 g.L"1 e 80 g.L'1 observaram-se valores de 
velocidade específica de crescimento inferiores aos obtidos em outros ensaios. 
Percebe-se que (imax decresce à medida que o valor de concentração do substrato 
aumenta. Sabe-se que existe influência da concentração do substrato no valor da
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velocidade específica de crescimento. A partir desta observação procurou-se 
estudar qual a influência causada pela concentração de substrato em ensaios 
conduzidos com açúcar invertido no cultivo de Ralstonia eutropha. Estes resultados 
serão apresentados no item 4.1.2.
Como os resultados obtidos com lactose hidrolizada mostraram-se 
satisfatórios e como se tinha o objetivo de diminuir o custo de produção do 
biopolímero, realizaram-se ensaios utilizando-se soro de leite como fonte de 
carbono.
4.1.13 Uso de Soro de Leite como Fonte de Carbono
Com o objetivo de reduzir o custo de produção de P(3HB-co-3HV) e 
sendo que os resultados obtidos com lactose hidrolisada mostraram-se satisfatórios, 
realizaram-se ensaios com soro de leite . O soro de leite é um resíduo da indústria 
de laticínios, proveniente, normalmente, da produção de queijos e que possui 5% de 
lactose em sua composição. Seu permeado, obtido a partir da ultrafiltração, é um 
meio alternativo muito atrativo para a substituição da fonte de carbono. Estudos já 
foram realizados utilizando o soro previamente concentrado como fonte de carbono 
por Wong e Lee (1998) utilizando Escherichia coli que assimila naturalmente a 
lactose.
Foram realizados estudos com soro de leite (15 g.L '1) e com a mistura 
soro de leite (15 g.L'1) e açúcar invertido (20 g.L^) e as Figuras 4.5 e 4.6 ilustram os 
resultados obtidos para estes ensaios, respectivamente.
T&irpo ih f TSmpefMl
Figura 4.5: Evolução da concentração celular (g.L'1) durante a cultura quando soro de 
feiíe (15 g.L'1) fo i uíiíizado como fonte de carbono (A -  concentração ceíuíar, B -  ín da
concentração)
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Quando soro de leite foi utilizado como única fonte de carbono, o valor de 
velocidade especifica máxima de crescimento (0.20 h'1) foi similar aos ensaios 
conduzidos com lactose hidrolisada. Porém, não foi observada uma a segunda fase 
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Figura 4.6: Evolução da concentração celular (g.L'1) durante a cultura quando soro de 
leite (15 g.L'') e açúcar invertido (20 g.L_t) foram utilizados como fonte de carbono
(A -  concentração celular, B -  In da concentração)
Quando a mistura açúcar invertido e soro de leite foi utilizada, os valores 
de velocidade específica obtidos foram 0.23 h'1 e 0.12 h'1 para a primeira e a 
segunda fase, respectivamente. Comparando-se estes resultados com outros 
substratos, percebe-se que tanto soro de leite, quanto a mistura de soro e açúcar 
invertido são alternativas atrativas para a utilização como fonte de carbono, mesmo 
que apresente uma fase de crescimento com velocidade menor. Como o seu valor 
econômico é muito barato, o custo maior residiria no investimento para a hidrólise 
deste substrato (enzima lactase).
4.1,2 Efeito da Concentração de Substrato no Crescimento de 
Ralstonia eutropha.
Em estudos realizados no Instituto de Pesquisas Tecnológicas -  IPT 
(1993), observou-se que concentrações de açúcares redutores totais acima de 
40 g.L '1 causariam inibição do crescimento de Ralstonia eutropha. Segundo Kim e 
Lee (1993) e Chang et al. (1994), Ralstonia eutropha utiliza glicose eficientemente 
como fonte de carbono com uma velocidade específica máxima de 0.23 h'1 em 
concentrações em torno de 20 g.L 'f . Além disto, foi observado por Oliveira (1999)
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que em valores abaixo de 10 çj.L'1 ocorre limitação no crescimento desta bactéria. 
Assim, é possível que uma faixa ótima de concentração de substrato para o 
crescimento seja entre 10 g.L'1 e 40 g.L '1.
Com o objetivo de verificar se esta é realmente a faixa ótima de 
concentração de açúcar invertido para a cepa em estudo, testes foram realizados em 
concentrações iniciais de 20, 40, 60 e 80 g.L'1 , em frascos agitados, observando-se 
a velocidade específica máxima de crescimento.
A Figura 4.7 ilustra a concentração celular de Ralstonia eutropha durante 
as culturas realizadas com diferentes concentrações de açúcar invertido. Os valores 
de velocidade específica máxima obtidos foram de 0,20 h '\  0,23 h'1, 0,12 h '1 e 
0,10 h 'f para os ensaios conduzidos com as concentrações iniciais de 2 0 g .L 'f, 
40 g.L '1, 6 0 g .L 'J e 80 g.L"\ respectivamente. Os vaíores obtidos para 
concentrações de 20 g.L"1 e 40 g.L'1 são bastante próximos, como uma pequena 
melhora para a concentração em torno de 40 g .L '\ O valor de jamax mais alto e mais 
próximo do obtido em culturas com glicose como substrato foi obtido quando a 
concentração inicial foi 40 g.L'1.
Tempo (h)
Figura 4.7: Concentração celular de Ralstonia eutropha em função do tempo de cultura 
quando foi utilizado diferentes concentrações de açúcar invertido
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Observa-se que próximo a 60 g.L'1 ocorre uma queda acentuada na 
velocidade específica máxima de crescimento que aumenta quando a concentração 
é em torno de 80 g.L'1. Estes resultados estão de acordo com as faixas de trabalho 
sugeridas na literatura (Kim e Lee, 1993; IPT, 1993; Oliveira, 1999).
A comparação do crescimento de Ralstonia eutropha em diferentes 
concentrações iniciais de açúcar invertido e substratos mistos permitiu concluir que 
ocorre inibição no crescimento causada a partir de concentrações iniciais superiores 
a 40 g.L '1, considerando as concentrações utilizadas neste estudo. A condução do 
processo em batelada alimentada é interessante para assegurar a concentração 
ótima de substrato e assim garantir alta produtividade em células e, por conseguinte, 
em polímero.
A partir destes resultados e com o objetivo de garantir uma boa fase de 
produção, sem a necessidade de alimentações sucessivas muito freqüentes como 
ocorre quando a concentração inicial é 20 g.L '1, optou-se por utilizar uma 
concentração inicial de 30 g.L'"1 para as culturas em biorreator.
4.13 Influência da Fonte de Nitrogênio: Uso da Milhocina
O sulfato de amónio é uma fonte de nitrogênio relativamente barata, se 
comparada, por exemplo, ao extrato de levedura. No entanto, comparada aos 
resíduos industriais, esta fonte não se torna economicamente atrativa. A milhocina, 
água de maceração do milho, é rica em nitrogénio, podendo ser uma fonte 
alternativa em substituição ao sulfato de amónio.
Inúmeros estudos são realizados com milhocina, aplicando-a como 
substrato, fonte de nitrogênio ou suplemento nutricional (Pessoa e Vitolo, 1999; Park 
et al., 1998; Huang et al., 1998). Okabe et al. (1999) compararam extrato de 
levedura, gluten meai e milhocina na produção de ácido araquidônico em culturas de 
Mortierella alpina. Estes autores estudaram o efeito da fonte de nitrogênio na 
morfologia micelial e não observaram diferenças entre estas fontes. West e Strohfus 
(1999) utilizaram milhocina na produção de pullulanas por Aureobasidlum pulluluns 
comparando-a com proteínas hidrolisadas da soja e sulfato de amónio e observaram 
que a produção em questão era a mesma em todos os casos. Schoroeder et al.
(1998) também usaram este resíduo para produção de ácido propiônico a partir de
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Propionibacterium shermanii e observaram maior produtividade em relação ao uso 
do extrato de levedura. Hoch (1997) utilizou milhocina em substituição ao extrato de 
levedura no cultivo de Zymomonas mobilis e concluiu que não houve alterações nos 
parâmetros fermentativos. Os estudos em que esta fonte foi aplicada em 
substituição às fontes de nitrogênio normalmente utilizadas demonstram a 
viabilidade de seu uso.
Neste sentido, ensaios foram realizados comparando-se a velocidade 
específica de crescimento utilizando-se sulfato de amónio e milhocina como fontes 
de nitrogênio. A Figura 4.8 ilustra a evolução do crescimento celular durante as 
culturas quando um substrato composto de glicose (25%), frutose (25%), lactose 
hidrolisada (25%) e açúcar invertido (25%) a uma concentração inicial de 40 g.L'1 
foram utilizados com milhocina e com sulfato de amónio. As curvas que 
representam a evolução da concentração da biomassa ao longo do tempo 
encontram-se no Anexo II (Figura A8).
Twnpa p j
Figura 4.8: Evolução da concentração celular de Ralstonia eutropha ao longo da cultura 
com 40 g.L ' 1 de substrato: glicose (25%), frutose (25%), lactose hidrolisada (25%) e 
açúcar invertido (25%) utilizando-se sulfato de amónio e milhocina como fontes de
nitrogênio.
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Observa-se que ambos os ensaios apresentaram comportamento 
exponencial muito parecido. De fato, os valores da velocidade específica são muito 
próximas, sendo 0.20 h'1 para o ensaio realizado com milhocina e 0.19 h'1 para o 
ensaio realizado com sulfato de amónio. Pode-se concluir que a milhocina mostrou- 
se capaz de substituir a fonte de nitrogênio normalmente utilizada.
Analisando-se o efeito da milhocina em uma única fonte de carbono, a 
Figura 4.9 ilustra o crescimento do microrganismo em frutose, com milhocina e com 
sulfato de amónio. Neste caso, também se observou que as velocidades específicas 
de crescimento são muito próximas entre si quando a fonte de nitrogênio utilizada foi 
a milhocina ou o sulfato de amónio. Os valores de velocidades específicas obtidos 
foram respectivamente de 0.21 h'1 e 0.24 h '\  para com sulfato de amónio e com 
milhocina como fontes de nitrogênio. A mudança de inclinação apresentada na nas 
duas curvas pode ser em virtude de alguma limitação ocorrida durante a cultura.
Figura 4.9: Evolução da concentração celular de Ralstonia eutropha ao longo da cultura 
com 20 g.L ' 1 de frutose com milhocina e com sulfato de amónio
Testes utilizando milhocina como fonte de nitrogênio foram realizados 
com outros substratos. A Tabela 4.2 ilustra os valores de velocidade específica 
máxima de crescimento para estes ensaios.
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Tabela 4.2: Testes realizados com milhocina como fonte de nitrogênio
Substra to  U tilizado donre n tra cão  (a  1*1 Veloc Esoec íh~ )^
Açúcar Invertido (50%) e 
Glicose (50%)
40 g . r 1 0,19 h-1
Açúcar Invertido (50%) e 
Lactose htárafeada (50%)
40 g.L~1 0,19 h'1
Lactose Hi.droU.sada (50%) 
e Glicose (50%)
40 g .L '
L
0,24 hA
Os valores obtidos para as velocidades específicas máximas nos ensaios 
apresentados na Tabela 4.2 são próximos aos obtidos com glicose (0,23 h'1), lactose 
hidrolisada (0,20 h4) e açúcar invertido (0,26 h^), substratos estes utilizados nestas 
misturas. Este fato confirma que não existem diferenças substanciais no uso da 
milhocina em substituição à fonte de nitrogênio utilizada. Este resíduo, então, é uma 
alternativa interessante e viável em substituição ao sulfato de amónio.
No entanto, algumas desvantagens podem ser levantadas para futuros 
ensaios, conduzidos em biorreator, como a necessidade de um tratamento prévio 
(falta de equipamentos para tratar grandes quantidades) e a dificuldade de análise 
do crescimento celular por gravimetria (quando milhocina está presente existe algum 
resíduo retido nas membranas). Assim, optou-se por utilizar o sulfato de amónio nos 
ensaios conduzidos em biorreator.
4.1.4 Influência da Temperatura
A temperatura ótima de crescimento é um parâmetro muito importante na 
condução de culturas de microrganismos. A literatura cita duas temperaturas ótimas 
de crescimento (30 e 34°C), e a maioria dos estudos são realizados a 30°C. A partir 
disto, propõe-se estudar a influência destas duas temperaturas na velocidade 
específica máxima de crescimento de Ralstonia eutropha.
A Figura 4.10 representa o crescimento celular nas duas temperaturas 
utilizando-se galactose como fonte de substrato. No Anexo II (Figura A9) 
encontram-se as curvas que representam a evolução da concentração do 
crescimento celular através do tempo.
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Tempo (h)
Figura 4.10: Evolução da concentração celular de Ralstonia eutropha ao longo da 
cultura de galactose em 20 g.L ' 1 nas temperaturas de 30°C e 34°C.
O valor de velocidade específica máxima de crescimento obtido em 
galactose a 30 °C foi de 0.13 h'1 enquanto que a 34 °C foi de 0.10 h '\  sugerindo que 
este substrato é melhor consumido à temperatura de 30 °C.
O mesmo estudo foi realizado com lactose hidrolisada como fonte de 
substrato a curva que representa a velocidade específica de crescimento é ilustrada 
na Figura 4.11.
Figura 4.11: Evolução da concentração celular de Ralstonia eutropha ao longo da 
cultura com 15 g.L ' 1 de lactose hidrolisada a 30°C (AJ e a 34°C (B)
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Como relatado anteriormente, observam-se duas fases de crescimento e 
os valores de velocidade específica de crescimento foram respectivamente de 
0.19 h'1 e 0.17 h'1 a 30 °C e a 34 °C para a primeira fase e 0.10 h"1 a 30 °C e 0.11 h~1 
a 34 °C para a segunda fase.
Pouca alteração da velocidade específica máxima de crescimento foi 
observada entre as duas temperaturas. No entanto, cabe ressaltar que na literatura 
quando a temperatura de 34 °C é utilizada o pH é mantido em 6,8, como nos 
estudos realizados por Anderson e Madden, 1998. Vários estudos em que se 
trabalhou a 30 °C, o pH normalmente utilizado foi 7,0 (Kim et al., 1992; Brauneeg et 
aí. 1995; Choí e Lee, 1997). Como nossos estudos foram realizados com 
temperatura de 34 °C e pH 7,0, seria interessante o estudo da influência do pH e da 
temperatura simultaneamente.
Baseando-se nos resultados obtidos, a temperatura utilizada para estudos 
posteriores foi de 30°C. No entanto cabe ressaltar que é interessante conduzir 
ensaios a temperatura de 34 °C em escaía industriai pois quando mais aíta a 
temperatura de operação, menor será o custo atribuído à outras etapas do processo 
produtivo como às de resfriamento.
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4.2 Avaliação da Estratégia oe Limitação do 
Nutriente na Fase de Produção: Carência x Alimentação
O acúmulo de polímero por Ralstonia eutropha é favorecido pela limitação 
de um nutriente como oxigênio, magnésio, potássio, enxofre, nitrogênio ou fósforo 
(Schlegel et al., 1961, Dawes e Senior, 1973). Uma das formas de promover um 
melhor acúmulo do polímero durante a fase de produção é induzir a uma limitação 
adequada, e que leve ao máximo de acúmulo do polímero.
Estudos já comprovaram que a limitação em fósforo é uma escolha 
interessante, pois este não está relacionado à composição das proteínas e então a 
limitação deste nutriente permite um crescimento residual sem alterar diretamente a 
capacidade de biossíntese das proteínas (Luzier, 1992; Oliveira, 1999; Ryu, 1999), o 
que levaria a um aumento na produção de polímero.
Em estudos realizados por Oliveira (1999) na produção de P(3HB) 
observou-se que não houve interrupção da síntese de proteínas em limitação de 
fósforo. Também observou-se que os valores de produtividade foram mais elevados 
comparando-se com culturas com limitação em nitrogênio. Nestes estudos, foi 
concluído que uma alimentação controlada de fósforo não induz a valores maiores 
de produtividade do que o observado em cultura sob a carência deste elemento 
durante a fase de produção. Uma das explicações para este fato foi a variação de 
pH e oxigênio dissolvido ocorrida durante estas culturas.
As estratégias utilizadas para a produção de P(3HB) (Oliveira, 1999; 
Aragão, 1996) serviram de base para os estudos de produção do copolímero 
(P(3HB-co-3HV)), mantendo-se a mesma alimentação de fósforo e controlando-se o 
pH da cultura. As culturas foram realizadas em biorreator de 5 L com açúcar 
invertido como fonte de carbono. As concentrações de Na2HP0 4 .1 2 H20  e KH2PO4 
foram reduzidas em relação à pré-cultura, para 0.9 e 0.15 g.L'1, respectivamente. 
Estas concentrações têm o objetivo de se obter a exaustão de fósforo no meio após 
a produção de aproximadamente 10 g.L"1 de biomassa, baseado no rendimento de 
103 g.g 'f obtido por Aragão (1996), caracterizando-se assim o início da fase de 
produção. As culturas se diferenciam na fase de produção: carência, ou seja sem 
adição de fósforo ou alimentação com adição limitada de fósforo. O ácido propiônico
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foi alimentado na forma de correção de pH em ambas as culturas de acordo com o 
exposto na seção 4.5.4.3. Maiores detalhes sobre a assimilação do ácido serão 
expostos na seção 4.4.1. A concentração de açúcar invertido foi mantida entre uma 
faixa de 10 g.L'1 e 30 g.L '1 de acordo com os estudos já  relatados.
4.2.1 Cultura em  carência d e  fósforo
A Figura 4.12 apresenta o logaritmo da massa de biomassa residual e a 
massa residual de fosfato no meio ao longo da cultura. Os dados das figuras 
apresentadas neste capítulo são apresentados em massa para eliminar a variação 
ocorrida devido à diluição no meio provocada pelas alimentações em açúcar 
invertido. A limitação pelo de fósforo ocorre a partir do ponto em que o logaritmo 
neperiano da concentração de biomassa residual não é mais ajustado em uma reta. 
A fase de crescimento exponencial é caracterizada pelo ajuste linear do logaritmo da 
concentração de biomassa com velocidade específica de crescimento de 0.22 h'1. 
Nesta figura, observa-se que esta fase termina em 17 h de cultura, momento em que 
a massa de fosfato era de 0,2 g correspondente a 0,077 g.L-1. As curvas que 
ilustram as alimentações de açúcar durante a cultura para estes ensaios são 
apresentadas no Anexo III (Figura A10) e a evolução do pH em função do tempo é 
ilustrada no Anexo IV (Figura A14).
Figura 4.12: Evolução da massa de biomassa residual (expressa em In) e da massa de 
fosfato na cultura conduzida com carência em fosfato durante a fase de produção
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Nesta figura, percebe-se que a partir de 17 h (ponto indicado pela linha 
pontilhada) a biomassa residual começa a crescer de forma linear com j.i de 
aproximadamente 0,02 h~1, indicando o início da fase de produção. Estes resultados 
estão de acordo com os obtidos por Oliveira (1999) que observou que a limitação do 
crescimento se inicia antes do esgotamento total do fosfato no meio (0,23 g -  
0,05 g.L '1). Durante a cultura, o início da fase de produção foi determinado pela 
análise de fósforo, quando esta decrescia a valores inferiores a 0,10 g .L '\ conforme 
estudos realizados por Oliveira (1999). A partir deste momento (14,3 h) 
determinava-se o início da alimentação em ácido propiônico para produção do 
copolímero. A análise dos dados (Figura 4.12) mostra uma pequena diferença em 
relação ao exato momento da limitação e o início real da fase de produção. Este fato 
pode ser explicado devido à limitação da informação durante a cultura: o kit de 
fosfato utilizado não é uma medida ‘on-line’. É possível que a utilização de uma 
sonda de oxigênio possa fornecer o momento preciso da limitação.
A Tabela 4.3 apresenta o momento em que ocorre todas as alimentações 
realizadas para a cultura conduzida em carência de fósforo.
Tabela 4.3: Alimentações realizadas durante a cultura em carência de fósforo.
Substrato Mom ento Cone. F inal Forma de A lim .
Açúcar mverttáo 14,3 h 30 g.L'1 Pu\so
22 h
Acido propiônico 14,3 h 1 g-L-1 Puíso segurdo por 
regulação de pH
Os resultados das análises das quantidades de biomassa total e residual, 
fosfato, proteína, substrato, e polímero obtidos para a cultura em carência de fosfato 
são apresentados na Figura 4.13. A linha perpendicular ao eixo das abscissas 
representa o momento em que ocorre a limitação pelo fósforo, conforme a análise da 
Figura 4.12. A fase à esquerda da linha corresponde à fase de crescimento e a fase 
à direita, à fase de produção. A fase inicial demonstra crescimento exponencial de 
biomassa total e proteína. A biomassa residual corresponde ao valor da biomassa 
total, porque o acúmulo de P(3HB-co-3HV) nesta fase é praticamente nulo. 
Observa-se que a partir de 17 horas de crescimento não limitado, a curva da
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biomassa residual e da produção de massa de proteína assumem um 
comportamento linear, indicando um crescimento limitado. A partir deste momento, 
a produção de P(3HB-co-3HV) é acelerada. A quantidade final de polímero 
acumulada foi de 30.01 g correspondente a 42% de acúmulo intracelular. Os pontos 
experimentais de biomassa residual apresentam algumas oscilações em virtude da 
resposta analítica de biomassa total e acúmulo de polímero. Não foi detectado ácido 
propiônico nas análises realizadas, indicando que este foi totalmente consumido 
assim que adicionado.
Tempo(h)
Figura 4.13: Evolução das quantidades em massa de fosfato(fosf), biomassa total (xt) 
e residual (xr), proteína (prot), substrato (sub) e polímero (pol) em função tempo para
a cultura conduzida em carência de fosfato
3,2.2 Cultura em  Alimentação d e  fósforo
Visando estudar o efeito da manutenção de um crescimento residual 
limitado, durante a fase de produção sobre a produção do copolímero, foi realizada
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uma cultura com alimentação em fósforo. A alimentação ocorreu da seguinte forma: 
acompanhou-se o consumo de fosfato da mesma maneira que na cultura em 
carência de fósforo, quando a concentração de fosfato atingiu valores inferiores a 
0.10 g.L~1 seguiu-se à alimentação contínua de uma solução de fosfato de maneira a 
proporcionar uma concentração no meio de 0,15g.L^ e 0 ,0 2 5 g .l/ de Na2P0 4 l 2 H2 0  
e KH2 PO4 , respectivamente . Esta concentração foi baseada em estudos realizados 
por Oliveira (1999).
Da mesma forma que exposto para a cultura em carência de fosfato, a 
Figuras 4.14 ilustra o momento da limitação quando o crescimento deixa de ser 
exponencial (17 horas) para a cultura conduzida em alimentação de fósforo. A 
limitação do crescimento para esta cultura ocorreu da mesma forma que ilustrado 
para a cultura em carência de fósforo. Esta limitação ocorreu em aproximadamente 
17 horas (ponto representado pela linha pontilhada) com uma massa de fosfato igual 
a 0,2 g correspondendo a 0,07 g.L~1. A velocidade específica máxima de 
crescimento celular de Ralstonia eutropha, calculada a partir da regressão linear do 
logaritmo da biomassa residual na fase de crescimento foi 0,21 h"1 até 
aproximadamente 16 h de cultura, indicando o término da fase de crescimento 
exponencial. A linha pontilhada representa o momento em que ocorreu a limitação 
do nutriente.
Figura 4.14: Evolução da massa de biomassa residual (expressa em In) e da massa de 
fosfato na cultura conduzida com alimentação de fósforo durante a fase de produção
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As características da fase de crescimento desta cultura são muito 
próximas às relatadas na cultura sob carência em fósforo, inclusive pelo momento 
em que a limitação ocorreu., a 0,077 g.L'1 para a cultura com carência e 0,07 g.L'1 
para a cultura com alimentação. As curvas utilizadas para o cálculo dos fatores de 
conversão de açúcar invertido em biomassa residual encontram-se no Anexo V 
(Figura A19). Estes valores foram de 0,40 g.g'1 e 0,5 g.g'1 para a fase de 
crescimento e fase de produção, respectivamente. Os fatores de conversão obtidos 
estão de acordo com o citado na literatura que é de 0,50 g.g '1 (Aragão, 1996).
A Tabela 4.4 ilustra o momento em que ocorreram as alimentações em 
fosfato, açúcar invertido e ácido propiônico para esta cultura. O momento das 
alimentações de ácido propiônico e fosfato foi determinado pelo acompanhamento 
da evolução da concentração de fosfato durante a cultura da mesma forma que 
discutido anteriormente para cultura sob carência.
Tabela 4.4: Alimentações realizadas durante a cultura em alimentação de fósforo.
Substrato Momento Cone. F inal Forma de A lim .
Açúcar invertido 14 h 30 g .L '1 Pulso
21,5 h
Ácido propiônico 14 b 1 g-L'1 PuJso seguido por 
regulação de pH
Fosfato 14 h 0,15 g.L '1 Na2P 04.12H 20  
e 0,025 g.L'1 KH2P 04
Aliment contínua 
vazão = 23 mL.h"1
Na Figura 4.15 observam-se os resultados das análises de concentração 
da biomassa total e residual, fosfato, proteína, substrato, e polímero obtidos para a 
cultura em alimentação de fósforo. A linha perpendicular ao eixo das abscissas 
representa o momento em que ocorreu a limitação em fósforo. Durante a fase de 
produção, obtêm-se um aumento linear da proteína e da estabilização da biomassa 
residual. Este é o mesmo período no qual se encontra a maior produção de P(3HB- 
CO-3HV). A quantidade final de polímero acumulada foi de 22,73 g que 
correspondem a 31,04% de acúmulo intracelular com 4,17 g de 3HV 
correspondentes a 17% do polímero total acumulado. O fator de conversão de ácido 
propiônico em 3HV foi de 0,04 g.g'1 correspondente a 0,03 mol.mol'1. Nesta cultura
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as análises realizadas para determinação de ácido propiônico também 
demonstraram que todo o ácido foi consumido à medida que foi adicionado ao meio.
T e m p o ( h )
Figura 4.15: Evolução das quantidades de fosfato (fosf), biomassa total (xt) e residual 
(xr), proteína (prot), substrato (sub) e polímero (pol) em função tempo para a cultura
conduzida em alimentação de fosfato
3 .2 ,3  C o m p a ra ç ã o  e n tr e  c a rê n c ia  e  a lim e n ta ç ã o  de  
FÓSFORO DURANTE A FASE OE PRODUÇÃO
A Tabela 4.5 ilustra um resumo das massas de biomassa total e residual, 
produção de polímero, de proteína e tempo de cultura para as culturas estudadas.
Tabela 4.5: Resumo dos dados gerais obtidos nas duas culturas.
Estratégia Tempo de A r ( g j X n (g ) Polímero (g j Proteína (g j
Cultura (h)
Carência 30,9 74,5 44,7 30,0 52,1
AVimentação 30,5 74,2 49,2 22,7 43,9
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O acúmulo intracelular de polímero obtido na cultura sob carência de 
fosfato correspondeu a 0,40 (g P(3HB-co-3HV/g cel), superior ao obtido sob 
alimentação do mesmo nutriente, que correspondeu a 0,31 (g P(3HB-co-3HV/g cel).
A evolução do acúmulo em massa obtido de P(3HB-co-3HV) e seus 
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Figura 4.16: Evolução do acúmulo de P(3HB-co-3HV) e dos monômeros 3HB e 3HV 
durante as culturas (A -  carência em fosfato; B -  alimentação em fosfato)
Observa-se nestes gráficos que o acúmulo de polímero já se apresentava 
estável na cultura conduzida em carência, o que não é observado na cultura em 
alimentação com fósforo, indicando que em alimentação em fosfato pode se manter 
uma alta taxa de produção por mais tempo.
A Figura 4.17 ilustra a composição de 3HB e 3HV no copolímero obtida 
em cada uma das culturas estudadas. Observa-se que composição de ambos os 
polímeros obtidos em carência ou alimentação são muito similares, com uma leve 
melhora em alimentação de fosfato.
Figura 4.17: Composição de P(3HB-co-3HV) nas culturas realizadas sob carência (A) e
alimentação (B) de fósforo
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A produtividade média em P(3HB-co-3HV) para as culturas em carência e 
alimentação em fosfato é ilustrada na Figura 4.18. Obteve-se um valor de 
produtividade média máxima de 0.26 g.L'1h'1, determinado para a cultura em 
carência em fósforo e 0,19 g.L^h-', determinado para a cultura em alimentação. Na 
Figura 4.18 percebe-se que a curva da produtividade em polímero para a cultura em 
carência de fósforo tende a se estabilizar indicando que a produtividade já alcançou 
o valor máximo nesta cultura. Ao contrário, a curva da produtividade em polímero 
para a cultura em alimentação ainda está em ascensão, sugerindo a possibilidade 
de aumento deste valor.
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Figura 4.18: Produtividade média expressa em gP(3HB-co-3HV)L'1h' 1 para as duas
culturas estudadas.
Os valores médios de produtividade obtidos durante a fase de produção 
para as culturas em carência e alimentação em fósforo foram respectivamente de 
0,86 g .L 'V  e 0,74 g.L'1h‘\
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A Figura 4.19 ilustra a velocidade específica de produção de polímero 
durante as culturas estudadas. Durante a fase de produção, a velocidade específica 
máxima de produção de P(3HB-co-3HV) (qpw&v) foi de 0,94 g.g 1h'1 para a cultura em 
carência e 0,82 g.g‘ fh 'f para a cultura em alimentação. Apesar de qpHBv ser maior 
em carência, não foi possível manter o valor máximo obtido para esta cultura ao 
contrário do obtido em alimentação, que não atingiu seu máximo até o final da 
cultura. Baseado nesta análise destes resultados, optou-se por conduzir futuros 
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Figura 4.19: Velocidade específica para as duas culturas estudadas.
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4.3 U t il iza ç ã o  d e  S o r o  d e  L e it e  c o m o  F o n te  d e  Ca r b o n o  
p a r a  Pr o d u ç ã o  d e  P(3HB-co-3HV): e s t u d o  d e  e s t r a t é g ia s  
DE ALIMENTAÇÃO DE ÁCIDO PROPIÔNICO QUE INTERFEREM NA 
INCORPORAÇÃ O DE 3HV NO POLÍMERO
A avaliação econômica do processo de produção de P(3HB-co-3HV) indica 
que a fonte de substrato tem uma contribuição importante no custo do produto. 
Estudos já comprovaram a viabilidade da produção de P(3HB) a partir de soro de 
leite (Wong e Lee, 1998). Este substrato possui entre outros componentes, 5% de 
lactose. Uma vez hidrolisada a glicose e galactose, este substrato pode ser utilizado 
para o crescimento de Ralstonia eutropha, conforme estudos realizados, 
anteriormente discutidos na seção 4.1.1. Foi então estudada a produção do 
copolímero neste substrato, utilizando-se algumas estratégias de alimentação de 
ácido propiônico durante a fase de produção visando a incorporação do monômero 
3HV ao polímero. Estas estratégias foram: adição de ácido pela regulação de pH e 
alimentação em pulsos (item 3.5.4.3).
A estratégia de adição de ácido pela regulação de pH não se demonstrou 
adequada à utilização neste substrato pois não foi observada variação de pH 
durante a cultura, não requerendo a adição de ácido. Este fato pode ser explicado 
pela presença de substâncias tamponantes no soro que impediriam uma variação 
mais pronunciada do pH, inviabilizando esta estratégia de alimentação de ácido 
quando soro de leite é utilizado.
A segunda estratégia aplicada foi a de adição de ácido propiônico por pulsos. 
Este experimento foi conduzido em biorreator de 5 L, com alimentação em fósforo. 
O substrato disponível durante a fase de crescimento foi soro de leite hidrolisado, 
com uma concentração de 30 g.L'1 de glicose. Como o soro de leite possui apenas 
5% de lactose, é necessário um volume grande deste substrato para que se possa 
trabalhar com concentrações iniciais entre 10 e 30g .L '1, conforme definido nos 
estudos preliminares. Assim, as alimentações ao longo da cultura, foram realizadas 
com açúcar invertido devido à limitação da capacidade do volume do biorreator. No
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Anexo III (Figura A11) encontra-se a curva que representa as alimentações 
realizadas e no Anexo IV a curva que ilustra a evolução do pH durante a cultura 
(Figura A16).
A Figura 4.20 ilustra a evolução da biomassa residual, expressa em In durante 
a cultura. A linha pontilhada indica o momento em que ocorreu a limitação em 
fósforo. Durante a cultura, a concentração de fosfato não pode ser determinada pois 
o soro de leite possui pequena quantidade de fosfato (0,82 g.L'1) e a forma em que 
este fosfato estava presente no soro provocava interferência na dosagem deste 
elemento através do método colorimétrico empregado. Assim, o momento da 
limitação foi determinado através do valor de absorbância que indicou a limitação em 
fósforo em ensaios anteriormente realizados. A partir deste momento determinava- 
se o início da alimentação em ácido propiônico para produção do copolímero 
conforme exposto na Tabela 4.6.
Tempo (h)
Figura 4.20: Evolução da massa de biomassa residual durante a cultura conduzida 
com pulsos de ácido propiônico utilizando-se soro de leite como fonte de carbono
Na Figura 4.21 observa-se um crescimento exponencial com velocidade 
específica de crescimento de 0,23 h"1 até aproximadamente 12 h de cultura, seguido 
de uma limitação no crescimento ((xmax aproximadamente igual a 0,04 h"f). Os fatores
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de conversão de açúcar invertido em biomassa obtidos foram respectivamente 
0 ,16g.g '1 e 0,40 g.g '1 para a fase de crescimento e fase de produção, 
respectivamente. As curvas que ilustram o cálculo destes são apresentadas no 
Anexo V (Figura A18). Cabe ressaltar que o valor obtido para o fator de conversão 
durante a fase de crescimento é bem inferior aos valores normalmente relatados na 
literatura (Aragão, 1996). Uma hipótese para a obtenção de um fator de conversão 
tão baixo é que a análise utilizada para dosagem do substrato foi o método de DNS 
(item 3.6.3), que dosa açúcares redutores. Sendo a lactose um dissacarídeo 
redutor, pode estar havendo uma superestimação do substrato realmente disponível 
para utilização pelo microrganismo.
A Tabela 4.6 apresenta as alimentações realizadas durante a condução da 
cultura. A diferença na divisão entre propionato e ácido propiônico exposto na 
tabela está somente na forma de alimentação, uma vez o primeiro foi alimentado na 
forma de sal e o segundo, de ácido livre.
Tabela 4.6: Alimentações realizadas durante a cultura em soro de leite.
Substrato Momento Cone. Finai Forma de Aiim.
Açúcar invertido 12,5 h 30 g.L"1 Pulso
Ácido
propiônico
17 h 1 g.L-' 3 pulsos de seguidos de 3 
puisos de ácido 
intercalados por 1,5 h
Fosfato 17 h 0,15 g.L-'  Na2P 0 4.12 H20  
e 0,025 g.L'1 KH2P 0 4
Aliment contínua vazão = 
23 mL.h'1
A Figura 4.21 apresenta a evolução da massa obtida de biomassa total e 
residual, de proteína, de polímero e a quantidade de substrato consumida. A linha 
perpendicular ao eixo das abscissas representa o momento em que ocorreu a 
limitação em fósforo. Apesar da diminuição da velocidade específica indicar 
claramente uma limitação do crescimento (Figura 4.20) as 12 horas, referente a esta 
limitação, a produção de polímero só começa a ocorrer por volta das 17 horas. É
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possível que outros metabólitos tenham sido formados, principalmente entre o 
estágio em que a biomassa residual não crescia em fase exponencial e o início da 
produção de polímero. Apesar do acúmulo intracelular de polímero ter sido muito 
inferior ao esperado (0,21 gP(3HB-co-3HV).gcel'1) em relação às culturas com 
açúcar invertido apresentadas na seção 4.2, a quantidade de 3HV incorporada foi 
aproximadamente 40% maior nesta cultura. Nenhuma quantidade de ácido 
































Figura 4.21.: Evolução da formação de biomassa total (xt) e residual (xr), proteína 
(prot), acúmulo de polímero (pol) e consumo de substrato (sub) em função do tempo 
para a cultura com pulsos de ácido propiônico e soro de leite como fonte de carbono.
A Figura 4.22 ilustra a evolução da massa do copolímero e dos monômeros 
obtidos e observa-se que além da produção de polímero ser mais tardia em relação 
ao crescimento exponencial, mais tarde ainda foi a produção de 3HV. No entanto,
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este último apresentou um acúmulo exponencial, chegando a 1,46 g de 3HV em 
3,93 g de polímero acumulado, correspondente a 37% do polímero. O fator de 
conversão (Anexo V -  Figura A21) de ácido propiônico em 3-hidroxivalerato foi 0,40 
g.g'1 correspondente a 0,22 mol.mol'1. Este valor está próximo ao obtido por Aragão 
(1996) de 0,4 m o l.m o l no cultivo de Ralstonia eutropha em glicose em carência ou 
alimentação de nitrogênio.
Tcrapa fhi
Figura 4.22: Evolução da massa do copolímero (P(3HB-co-3HV)) e dos monômeros 
3HB e 3HV ao longo da cultura realizada com soro de leite
A produtividade média desta cultura é ilustrada na Figura 4.23. Esta 
apresentou um comportamento ascendente com o valor máximo de 0,07 g.L '1h'1 
durante toda a cultura. Durante a fase de produção, a média deste valor foi de 
0,17 g.L'1h'1. O valor máximo obtido em produtividade média expressa em produção 
de 3HV, foi 0,014 g.L 'fh 'f. Os cálculos destes parâmetros foram realizados 
conforme exposto nas seções 3.7.4 e 3.7.5.
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Figura 4.23: Produtividade (g.L'1.h'1j  em soro de leite
A Figura 4.24 demonstra o comportamento da velocidade específica de 
produção de P(3HB-co-3HV) nesta cultura conduzida com soro de leite. Observa-se 
um valor máximo de produção de polímero de 0,020 g.g'1. Este valor é muito inferior 
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Figura 4.24: Velocidade específica (g.g'1.h'1) de produção de P(3HB-co-3HV) obtida em
soro de feite
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Os resultados apresentados demonstraram que o soro de leite é um substrato 
que pode ser utilizado para a produção de P(3HB-co-3HV). Entretanto, é necessário 
otimizar o acúmulo de polímero pois este esteve muito inferior à capacidade de 
acúmulo desta bactéria relatada na literatura. No entanto, os valores obtidos estão 
muito próximos aos obtido quando se trabalha com resíduos.
Dois estudos realizados com resíduos mostraram resultados muito próximos 
aos obtidos com soro de leite. Azotobacter vinelandii produziu 2,0 g.L'1 de biomassa 
total com 34%(p/p) de P(3HB-co-3HV) com 7,9% mol 3HV a partir de resíduo da 
indústria de suínos. Suplementação em 30 g.L'1 de glicose aumentou para 9,4 g.L'1 
de biomassa com 58,3% de P(3HB-co-3HV) e 4,3% de 3HV com produtividade de 
0,11 g.L.h"1 (Cho et al., 1997). Lee et al., (1996) estudaram a produção de P(3HB) a 
partir de resíduos de destilarias alcóolicas . Actinobacillus sp foi cultivado em meio 
de glicose e de resíduo não tratado, resíduo hidrolisado enzimaticamente e resíduo 
hidrolisado com ácido. O melhor resultado foi obtido com hidrólise enzimática 
produzindo 4,83 g.L"1 de biomassa com 2,25 g.L '1 de P(3HB). O valor obtido para a 
biomassa total quando cultivada com soro de leite foi 4,5 g.L‘\  muito próximo aos 
dois estudos citados. Da mesma forma, a concentração de P(3HB-co-3HV) foi 0,91 
g.L-1 com 0,54 g.L'1 de P(3HB) e 0,36 g.L'1 de P(3HV). É interessante observar que 
estes valores são muito próximos comparadas à utilização de outros resíduos. É 
possível que exista a influência da composição complexa destes resíduos na 
produção de polímero, estimulando a produção de 3HV e acumulando menos 
polímero do que em substratos simples.
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4.4 Utilização de Açúcar Invertido como Fonte de 
Carbono para Produção de P(3HB-co-3HV): estudo de 
estratégias de alimentação de ácido propiônico que 
INTERFEREM NA INCORPORAÇÃO DE 3HV NO POLÍMERO.
Uma vez que o P(3HB) é um material rígido e quebradiço, a incorporação 
de unidades de 3HV é responsável pela melhoria nas características do copolímero 
P(3HB-co-3HV). Ocorrem alterações de parâmetros como níveis de cristalinidade e 
ponto de fusão, acarretando uma diminuição da rigidez do polímero e um aumento 
na resistência ao impacto. A incorporação de 3HV entre 17 a 20% mol permite a 
obtenção de um produto com propriedades termoplásticas que permitem maior 
aplicação do polímero (Holmes, 1985).
A partir de fontes de carbono como glicose e frutose, a Ralstonia eutropha 
produz apenas o homopolímero P(3HB). Para a produção do copolímero são 
necessários precursores que possam ser metabolizados a 3-hidroxivalerato. O ácido 
propiônico é um destes precursores. Entretanto, a bactéria pode também utilizá-lo 
para o crescimento celular, provocando a diminuição do fator de conversão de ácido 
propiônico em 3HV e encarecendo o processo. Este fato leva à adição deste 
precursor apenas durante a fase de produção. Sendo este um substrato que limita o 
processo em concentrações acima de 1 g.L'1, é necessário uma forma de 
alimentação que impeça esta inibição e, se possível, possa resultar em fatores de 
conversão de substrato em polímero mais altos.
Em virtude disto, três estratégias de alimentação de ácido propiônico 
foram propostas para o estudo da incorporação de unidades de 3HV no polímero: 
regulação de pH, pulsos e alimentação contínua do ácido. Em todas as culturas, o 
açúcar invertido foi utilizado como fonte de carbono, mantendo-se uma concentração 
ótima entre 10 g.L'1 e 30 g.L"1. As curvas que representam as alimentações 
realizadas encontram-se no Anexo III (Figuras A12 e A13) e as curvas que ilustram a 
evolução do pH durante as culturas encontram-se no Anexo IV (Figura A15). Os 
ensaios foram realizados em biorreator de 5 L, com alimentação em fosfato 
conforme estudos anteriores.
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3.4.1 Cuftura utilizando-se Ácido Propiônico como Regulador de pH
A regulação de pH como estratégia de alimentação de ácido propiônico já 
foi utilizada em estudos anteriores com Ralstonia eutropha (Yoo et al, 1997; Kim et 
al, 1992) e foram baseados no trabalho de Visser e Postma (1973) que relataram 
detalhadamente o mecanismo de consumo de ácido propiônico e ácido acético em 
Azotobactor vinelandii.
Kim et al (1992) relataram que o pH do meio aumenta com o consumo de 
ácido propiônico e explanaram este mecanismo através dos estudos realizados por 
Visser e Postma. De acordo com o mecanismo por eles descrito, o propionato pode 
entrar na célula por duas maneiras: o ânion entra na célula através de um 
mecanismo “antiport” ou o ácido entra na célula na forma não dissociado. Não é 
claro qual mecanismo é o correto, mas em qualquer caso o pH do meio aumenta. 
Estes autores, descreveram um diagrama esquemático que representa o mecanismo 
sugerido por Visser e Postma (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Diagrama esquemático do mecanismo de consumo por A zo to b acter  
v in e lan d ii de ácido propiônico sugerido por Visser e Postma (1973) e descrito por
Choi e Kim (1992).
Yoo et al (1997) acreditam que a inibição do crescimento celular de 
Ralstonia eutropha por ácido propiônico pode ser minimizada se o ácido existir na 
forma de ânion dissociada no caldo fermentativo. Isto pode ser explicado a partir da
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equação de Henderson-Hasselbalch (pH = pKa + log ([A]/[AH]) na qual um aumento 
da forma dissociada ([A]) em relação à concentração total de ácido ([AH]) aumenta o 
pH do meio. O pKa do ácido propiônico é 4.85. Estes autores testaram diversos pHs 
iniciais com diferentes concentrações iniciais de ácido. No caso de pH inicial igual a 
7,5, R. eutropha continuou a crescer em concentrações de até 5 g.L'1 de ácido, 
enquanto que em pH inicial de 6,5 nenhum crescimento ocorreu entre as 
concentrações iniciais de 2 g.L '1 e 5g.L"1 de ácido propiônico.
Recentemente, esta estratégia também foi utilizada por Choi e Lee 
(1999b) em estudos com Escherichia coli, possibilitando a obtenção de altas 
concentrações celulares e de polímero acumulado.
Com base nesta explanação, a estratégia de regulação de pH é uma 
opção atrativa, uma vez que se trata de uma estratégia simples de alimentação, 
podendo ser facilmente aplicada industrialmente.
No início da fase de produção, foi dado um pulso com uma solução de 
propionato de forma a obter, naquele momento, uma concentração de ácido 
propiônico de 1 g.L'1. À medida que este ácido é consumido, o pH do meio de 
cultura se eleva e a através da regulação de pH adiciona-se ácido propiônico ao 
meio promovendo de novo a elevação do pH do meio a medida que este é 
consumido.
A cultura realizada com adição de ácido propiônico pela regulação de pH 
já foi apresentada anteriormente (item 4.2.2) quando foram comparados carência e 
alimentação em fósforo. Os mesmos dados serão agora utilizados para comparação 
das diferentes estratégias de alimentação de ácido propiônico.
3.4.2 Cultura utilizando-se pulsos de Ácido Propiônico
A segunda estratégia de alimentação de ácido propiônico utilizada foi a 
realização de pulsos de ácido durante a fase de produção. Estratégia semelhante 
foi utilizada por Anderson e Madden (1998) que trabalharam com várias estratégias 
de alimentação alternando alimentações de glicose e ácido propiônico para a 
produção de P(3HB-co-3HV). Os autores relataram que, mesmo sendo iguais as 
quantidades finais de alimentação destes substratos para todas as culturas, 
diferenças foram observadas na concentração final de biomassa e no acúmulo de
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unidades de 3HV de acordo com a maneira da alimentação. A quantidade de 3HV 
incorporada foi maior quando se procederam a alimentações na forma de pulsos 
alternados do que quando glicose e ácido propiônico foram alimentados juntos.
Foi realizada uma cultura onde se fez alimentação de ácido propiônico 
durante a fase de produção., através de pulsos de 1 g.L~\ com intervalos de 1,5 h. 
Durante a cultura, o momento que determina o final da fase de crescimento foi 
determinado através da análise da concentração de fosfato no meio. Às 15 h de 
cultura a análise de fosfato indicava um concentração no meio de 0,08 g.L"\ o que, 
segundo experimentos anteriores, mostrava o início da limitação do crescimento. 
Neste momento, foi realizado o primeiro pulso de propionato. Na cultura com _ 
regulação de pH, após o pulso do início da fase de produção, observou-se um 
aumento gradativo do pH do meio. Porém, o aumento rápido do pH nesta cultura 
indicou o consumo imediato do propionato, levando a crer que, possivelmente, a 
cultura ainda não estava em crescimento não limitado e que a análise de fosfato 
estivesse subestimando a quantidade de fosfato presente no meio naquele 
momento. Considerando que a concentração inicial de fosfato no meio era 
suficiente para produzir 10 g.L'1 de biomassa, a limitação deveria ocorrer nesta 
concentração de biomassa. Assim, realizou-se a estimativa da biomassa total 
através de uma curva padrão (Abs x conc. da biomassa -  g.L '1) e seguiram-se os 
pulsos a partir do momento em que obteve-se esta concentração. Como observado 
na Figura 4.26, que descreve a evolução da concentração da biomassa residual 
(expressa em In) e da massa de fosfato durante a cultura, este momento 
corresponde aproximadamente à mesma concentração de fosfato em que ocorreu a 
limitação em fósforo para a cultura conduzida com regulação de pH, ou seja, 0,18 g 
e 0,05 g.L'1 para massa e concentração de fosfato respectivamente A fase de 
produção é caracterizada a partir de 23 horas, com velocidade específica de 
aproximadamente 0,14 h'1. A linha pontilhada nesta figura indica o momento que se 
inicia a fase de produção, caracterizada pela limitação em fósforo.
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Tempo fyf
Figura 4.26: Evolução da concentração de biomassa residual (expressa em In) e 
massa de fosfato em função do tempo para cultura alimentada com pulsos de ácido
propiônico
Observam-se duas inclinações diferentes durante a fase de crescimento 
na Figura 4.26. A primeira com uma velocidade específica de 0.18 h'1 até 
aproximadamente 15 horas e a segunda com velocidade específica de 0,29 hA até a 
fase de produção. Acredita-se então que esta segunda fase corresponda ao 
consumo do ácido propiônico para o crescimento, já que o primeiro pulso foi dado às 
15 h. Aragão (1996) obteve um \Lm^ = 0,25 h'1 para Ralstonia eutropha utilizando 
ácido acético. Uma vez que estes dois ácidos têm mecanismos de assimilação 
semelhantes, acredita-se que o valor obtido para a segunda fase de crescimento 
seja atribuído ao consumo de ácido propiônico nesta etapa da cultura.
Ainda nesta figura é possível observar que a biomassa residual apresenta 
um crescimento durante a fase de produção, cujos cálculos correspondem a uma 
velocidade específica de crescimento igual 0,14 h"1. Este valor está muito elevado 
comparando-se com a mesma velocidade para cultura com regulação de pH 
(0,05 h'1), sugerindo que houve crescimento em função da forma de alimentação do 
ácido durante a fase de produção. A Tabela 4.7 apresenta o momento em que as 
alimentações foram realizadas para esta cultura. A diferença na divisão entre 
propionato e ácido propiônico exposto na tabela está somente na forma de
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alimentação, uma vez o primeiro foi alimentado na forma de sal e o segundo, de 
ácido livre.
Tabela 4.7. Alimentações realizadas durante a cultura com pulsos .
Substrato Momento Cone. F inal Forma de A lim .
Açúcar invertido 15 h 30 g r 1 Puisos
25,1 h





29,2 h, 30,9 h e 
32,8 h
1 g r 1 Pulsos
Fosfato 0,15 g r 1 Na2P 0 4.12 H20  
e 0,025 g.L'1 KH2PO*
AVimeni continua 
vazão = 23 mL.h'1
A Figura 4.27 apresenta a evolução das quantidades de biomassa total e 
residual, açúcar invertido, fosfato, proteína e polímero para esta cultura. A linha 
perpendicular ao eixo das abscissas indica o momento em que ocorre a limitação. 
Na fase de produção observa-se o crescimento linear da proteína e o crescimento 
não linear da biomassa residual, como exposto anteriormente. Este fato confirma o 
comportamento diferenciado em relação à cultura anterior, sugerindo o consumo de 
ácido propiônico para o crescimento durante a fase de produção. De fato, os valores 
obtidos para os fatores de conversão de substrato em biomassa total (Anexo V -  
Figura A19 e A20) obtidos foram 0,15 g.g'1 para a primeira fase de crescimento, 0,61 
g.g'1 para a segunda fase de crescimento e 0,91 g.g'*1 para a fase de produção. 
Nenhuma quantidade de ácido propiônico foi detectada nas análises indicando que 
não houve acúmulo de ácido durante a cultura, ou seja, este foi totalmente 
consumido assim que adicionado. A massa de polímero acumulada durante a cultura 
foi de 13,92 g sendo 0,74 g de 3HV correspondente a 5% de polímero acumulado. 
O fator de conversão de ácido propiônico a 3-hidroxivalerato (Anexo V -  Figura A21) 
foi de 0,05 g.g "1 correspondente a 0,037 mol.mol'1.
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Tempo(h)
Figura 4.27: Evolução das quantidades de biomassa total (xt) e residual (xr), proteína 
(prot), fosfato (fosf), açúcar invertido (sub) e polímero (pol) em função do tempo para 
a cultura utilizando pulsos de ácido propiônico
3.4.3 Cultura utilizando-se alimentação contínua de Ácido Propiônico
Propôs-se uma alimentação contínua de ácido propiônico, baseada em 
estudos anteriores por Anderson e Madden (1998). Estuda-se a possibilidade de 
uma vazão pequena de ácido propiônico fornecida constantemente, induzir a 
bactéria a uma maior produção de 3HV. A alimentação foi realizada através de uma 
bomba peristáltica com uma vazão de 15 mL/h de uma solução 80 g.L'1 a partir do 
instante em que iniciou-se a fase de produção., com uma concentração aproximada 
no meio de 0,4 g.L'1.
A alimentação contínua iniciou-se em 15 horas em virtude do resultado da 
análise de fosfato indicar a concentração correspondente à limitação. Devido a um 
problema inicial na alimentação pela bomba, uma quantidade excessiva de ácido foi
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adicionada. A Figura 4.28 ilustra a evolução da biomassa residual e da massa de 
fósforo em função do tempo. Observa-se o momento da limitação de fósforo em 
0,32 g correspondente a 0.08 g.L'1 (caracterizado pela linha pontilhada). Da mesma 
forma que apresentado para a cultura com pulsos de ácido propiônico, na fase de 
crescimento pode ser visualizado duas fases distintas. A primeira fase, com uma 
velocidade específica de crescimento de 0,21 h '\  corresponde ao crescimento em 
açúcar invertido. Em 14 horas - momento em que se inicia a segunda fase - a 
velocidade específica de crescimento é de 0,34 h"1, indicando a preferência de 
consumo de ácido propiônico pelo microrganismo. Ambos os valores são mais 
elevados do que os obtidos na cultura em pulsos, mas, indicam o consumo de 
açúcar invertido, seguido do consumo de ácido propiônico. A fase de produção 
iniciou-se em 19,5 horas com uma velocidade específica de crescimento de 
aproximadamente 0,05 h'1.
Figura 4.28: Evolução da biomassa residual e da massa de fosfato em função do 
tempo para a cultura conduzida com alimentação contínua de fosfato
A Tabela 4.8 apresenta as alimentações realizadas durante esta cultura.
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Tabela 4.8: Alimentações realizadas durante a cultura com alimentação contínua.
Substrato Momento Cone. Final Forma de A lim .
Açúcar 'mverttào 15,5 h 
23,0 h
30 g.L’1 Pu\so
Ácido propiônico 15,5 h 1 g r 1 Aliment contínua 
vazão -  15 mL.h'*
Fosfato 15,5 h 0,15 g.U1 Na2P 0 4.12 H^O 
e 0,025 g.L"1 KH2P 0 4
AUment contínua 
vazão = 23 mL.h"1
Os fatores de conversão de açúcar invertido em biomassa total para a 
primeira e a segunda fase de crescimento foram respectivamente 0,19 g.g '1 e 
0,43 g.g"\ Para a fase de produção foi 0,44 g .g '\ As curvas que ilustram estes 
cálculos encontram-se no Anexo V (Figura A20).
Na Figura 4.29 visualiza-se a evolução das quantidades de biomassa total 
e residual, proteína, polímero, fosfato e açúcar invertido para esta cultura. As curvas 
da biomassa (total e residual) e da proteína crescem exponencialmente até o início 
da fase de produção (19,5 horas - indicado pela linha perpendicular ao eixo das 
abscissas). Observa-se então um comportamento entre 19,5 h e 22 horas que pode 
ser resultado da alimentação excessiva de ácido propiônico provocando inibição ao 
crescimento celular e da produção de P(3HB-co-3HV), apesar de não ser detectada 
nenhuma concentração de ácido nas análises realizadas. A partir de 22 h, a curva 
de biomassa residual apresenta um comportamento praticamente exponencial, e a 
produção de P(3HB-co-3HV) apresenta uma tendência linear e não exponencial a 
partir deste momento.
A produção de polímero foi de 13,95 g com 2,42 g de 3-hidroxivalerato, 
que correspondem a 26% do acúmulo de P(3HB-co-3HV). O fator de conversão de 
ácido propiônico a 3HV foi de 0,18 g.g'1 que correspondem a 0,13 mol.mol'1 
(Anexo V -  Figura A21).
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Figura 4.29: Evolução das quantidades de biomassa total (xt) e residual (xr), proteína 
(prot), fosfato (fosf), açúcar invertido (sub) e polímero (pol) em função do tempo para 
a cultura utilizando alimentação contínua de ácido propiônico
4,4,4 Comparação entre as estratégias utilizadas
A Tabela 4.9 resume os resultados finais obtidos para as estratégias 
apresentadas.
Tabela 4.9.: Resumo dos resultados obtidos nas três estratégias empregadas
Estratégia Tempo de 
Cultura (h)
X r(g ) * r (9) Polímero (g) Proteína (g)
Reguíação de pH 30,5 74,2 49,2 22,7 43,9
Pu/sos 34,4 67,1 53,2 13,9 33,9
Aliment. Contínua 30,5 73,5 60,1 13,4 33,7
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Observa-se que a estratégia que apresentou maior acúmulo de polímero 
foi a de regulação de pH. A Figura 4.30 ilustra os acúmulo de polímero e a 
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Figura 4.30: Evolução do acúmulo de P(3HB-co-3HV) e dos monômeros 3HB e 3HV em 
função do tempo para as culturas com regulação de pH (A), pulsos (B) e alimentação
contínua(C)
A Figura 4.31 ilustra a quantidade de 3HV presente na molécula de cada 
polímero no final das culturas. Esta figura ilustra que a estratégia de pulsos foi a que 
obteve menor incorporação de 3HV na molécula de polímero. Os resultados obtidos 
indicaram a estratégia de alimentação contínua como a que proporcionou mais 
acúmulo de 3HV (26%).
A •77%
Figura 4.31: Composição final de P(3HB-co-3HV) em termos de 3HB e 3HV para as 
culturas com regulação de pH (A), pulsos(B) e alimentação contínua(C)
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É importante ressaltar que em nenhuma cultura foi detectado acúmulo de 
ácido propiônico no meio. De acordo com as análises cromatográficas, todo o ácido 
introduzido no meio foi prontamente consumido.
A Tabela 4.10 resume os fatores de conversão obtidos para as culturas 
realizadas. A primeira e a segunda fase expostas para os valores do fator de 
conversão de substrato em biomassa correspondem às fases de crescimento 
discutidas na Figuras 3.26 e 3.28 para as culturas com pulsos e alimentação 
contínua, respectivamente.
Tabela 4.10 Fatores de Conversão de Açúcar invertido em biomassa total na fase de 
crescimento (YXt/s cresc) e produção (YXt/s Pmd) e de ácido propiônico em 3- 
hidroxiva/erato ( Y3Hv/áddo) em massa e em mo! para as cuíturas realizadas
YxúS-cresc
( g g 1)
1a fase  | 2a fase
I
YXt/S-prod
( g g 1)
Y3HV/ácido
( g g 1)
YsHVÍácido
(m o ft.m o f1)
Reg PH 0,40 0,50 0,04 0,03
Pulsos 0,15 j 0,61 0,91 0,05 0,03
Contínua 0,19 j 0,43 0,44 0,18 0,13
Pelos elevados valores obtidos para os fatores de conversão durante a 
cultura com pulsos, nota-se que houve o consumo de ácido propiônico concomitante 
ao consumo de açúcar invertido para a produção de biomassa. Quanto aos fatores 
de conversão de ácido propiônico em 3-hidroxivalerato, os valores obtidos foram 
inferiores aos relatados na literatura (Aragão, 1996). Uma explicação para este fato 
é que a quantidade de ácido propiônico utilizada nestes cálculos foi estimada pela 
avaliação da quantidade adicionada ao meio, considerando-se que a análise de 
ácido propiônico indicava o total consumo deste substrato. Esta forma de cálculo 
pode ter levado a erros nestes valores.
Para uma análise mais detalhada, analisou-se a produtividade em 
polímero e em 3HV das três culturas estudadas. As Figuras 4.32 e 4.33 ilustram a 
evolução destas produtividades em função do tempo. Obtiveram-se valores de 
produtividade média de 0,19 g.L'1h '\  0,04 g.L'1h'1 e 0,14 g.L~1h'1 para as culturas 
realizadas com regulação de pH, pulsos e alimentação contínua, respectivamente.
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De fato, a cultura com regulação de pH acumulou quantidades maiores de polímero. 
A produtividade média durante a fase de produção foi de 0,74 g.L.h'1 para a cultura 
de regulação de pH, 0,54 g.Lhf' para a cultura de pulsos 0,20 g.L.h'”' para a cultura 
com alimentação contínua. Os cálculos destes parâmetros foram realizados 
conforme exposto nos itens 3.7.4 e 3.7.5.
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Figura 4.32.: Produtividade em polímero expressa em (g. L‘1h'1) durante as culturas as 
quais se uííííza as três estratégias estudadas.
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Figura 4.33: Produtividade em 3HV (g 3HV.L‘1h'1) para as três estratégias analisadas.
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A produtividade em 3HV foi praticamente a mesma para as culturas com 
alimentação contínua (0.003 g3HV,L"1.h-1 ) e regulação de pH (0.0032 g3HV,L'1.h~1) 
superiores à cultura com alimentação em forma de pulsos (0.0004 g3HV,L'f.h~f).
A Figura 4.34 ilustra o comportamento da velocidade específica de 
produção de P(3HB-co-3HV) e a Figura 4.35 apresenta o comportamento da 
velocidade específica de produção de P(3HV) durante as culturas estudadas. 
Observa-se em ambas as figuras que a cultura com regulação de pH apresenta um 
comportamento ascendente, apresentando o valor final mais alto. A cultura em 
alimentação contínua apresenta valores de velocidade altos, porém estes não se 
mantêm até o fim da cultura.
Figura 4.34: Velocidade específica de produção de P(3HB-co-3HV) durante as culturas
estudadas
Capítulo IV: Resultados e Discussão 122
Figura 4.35: Velocidade específica de produção de 3HV durante as culturas estudadas
A cultura realizada com pulsos de ácido propiônico foi a que apresentou 
os menores valores para todos os parâmetros estudados. Anderson e Madden 
(1998) trabalharam com esta estratégia e observaram que mesmo com o decréscimo 
da produtividade decaindo, a incorporação final de 3HV é maior comparada com 
outras culturas. Este fato não foi observado neste experimento. A cultura que 
apresentou maior acúmulo de polímero foi aquela na qual se usou a de regulação de 
pH. Os valores de produtividade e de velocidade específica de produção 
apresentaram uma curva ascendente sem quedas em seu comportamento. O 
mesmo comportamento não foi observado na cultura com alimentação contínua, na 
qual há quedas nas curvas de produtividade e velocidade específica de produção. 
No entanto, esta cultura foi a que proporcionou maior acúmulo de 3-hidroxivalerato, 
e este ponto é interessante do ponto de vista comercial. Assim, buscaram-se 
alternativas para otimizar a produção com alimentação contínua de ácido propiônico 
durante a fase de produção.
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4.5 Estudo da Utilização  do ácido  Oleico como 
Indutor ao Acúmulo de Polímero
Estudos recentes (Lee et al., 1999) mostraram a influência de utilização 
de suplementos à cultura que visa a produção do copolímero P(3HB-co-3HV) para 
favorecer a conversão de ácido propiônico em 3HV. O ácido oleico foi usado como 
suplemento no cultivo de Escherichia coli e observaram o aumento no acúmulo de 
P(3HB-co-3HV). Uma das explicações para o uso deste suplemento é que se 
acredita-se que, se o ácido oleico for preferencialmente utilizado pela bactéria para o 
crescimento durante a fase de produção, o ácido propiônico será desviado para a 
produção de 3HV, melhorando o fator de conversão do precursor em 3HV e 
diminuindo o custo de produção, já que o ácido propiônico é um substrato de custo 
elevado.
Baseado nos experimentos descritos na seção 4.4, foi realizada uma 
cultura com alimentação contínua de ácido propiônico durante a fase de produção 
pois esta estratégia foi a que proporcionou maior incorporação de 3HV na molécula 
de polímero.
4.5.1 Cultura utilizando-se alimentação contínua de Ácido Propiônico 
com suplementação em ácido oleico
Mantiveram-se as mesmas condições descritas para a cultura com 
alimentação contínua de ácido propiônico adicionando-se somente um suplemento 
durante a fase de produção. O ácido oleico foi adicionado no início da fase de 
produção. A concentração utilizada por Lee et al. (1999), foi de 1 g.L'1 em produção 
de P(3HB-co-3HV) a partir de Escherichia coli. Para garantir que nenhum tipo de 
limitação ocorreria em Ralstonia eutropha, decidiu-se utilizar apenas um terço desta 
concentração, ou seja, 0,3 g.L'1. A Tabela 4.11 apresenta as alimentações 
realizadas durante a cultura com alimentação contínua de ácido propiônico e 
suplementação em ácido oleico.
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Tabela 4.11: Alimentações realizadas durante a cultura com ácido oleico.
Substra to  j Momento Cone. F ina l Forma de A lim .
Açúcar invertido 1S,2h 30 g.L'' Pulso
20,5 h
Ácido propiônico 16 h 1 g.L '1 Aliment contínua 
Vazão = 15 mL.h"1
Ácido oleico 16 h 0,3 g .L ' Pulso
Fosfato 16 ln 0,15 g .L1 Na2P 0 4.12H 20  
e 0,025 g.L"í KH2P 04
AViment contínua 
vazão = 23 mL.h'*
A Figura 4.36 apresenta a evolução da massa de biomassa residual 
(expressa em In) e massa de fosfato em função do tempo. A velocidade específica 
máxima de crescimento foi de 0,20h'1 até aproximadamente 19 horas de fase de 
crescimento. A velocidade específica máxima na fase de produção foi de 
aproximadamente 0,05 h'1. Pela análise desta figura, nota-se que neste momento 
(indicado pela linha pontilhada) correspondente a 0,08 g de fosfato equivalente a
0,03 g.L '1. A concentração de fosfato a partir da qual é observada a limitação do 
crescimento para esta cultura (indicado pela linha pontilhada) é bem menor do que a 
concentração observada na cultura onde não houve suplementação (0,08 g.L'1). 
Uma das hipóteses para esta mudança pode ser que o ácido oleico tenha 
estimulado o crescimento durante esta fase, induzindo a limitação do nutriente a 
acontecer a menores concentrações de fosfato. Durante a cultura, as alimentações 
de ácido oleico e ácido propiônico foram realizadas em 16 h, baseado na análise de 
fosfato que indicava a limitação deste nutriente.
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Figura 4.36: Evolução da biomassa residual e da massa de fosfato para a cultura 
alimentada com pulsos de ácido propiônico e suplementada com ácido oleico
A Figura 4.37 ilustra a evolução das quantidades da biomassa total e 
residual, proteína, fosfato, polímero e açúcar invertido na cultura quando ácido oleico 
foi utilizado como suplemento com o ácido propiônico fornecido em alimentação 
constante. Observa-se um comportamento exponencial na curva de produção de 
P(3HB-co-3HV) no início da fase de produção seguido de um período no qual a 
produção torna-se linear. A linha perpendicular ao eixo das abscissas representa o 
momento em que ocorreu a limitação em fósforo.




Figura 4.37: Evolução das quantidades de biomassa total (xt) e residual (xr), proteína 
(prot), fosfato (fosf), polímero (pol) e açúcar invertido (sub) em função do tempo para 
a cultura com alimentação contínua de ácido propiônico e suplementada com ácido
oleico
4.5.2 Comparação entre as culturas
A Tabela 4.12 apresenta um resumo dos resultados finais obtidos para as 
duas culturas com e sem suplementação de ácido oleico. São apresentados o tempo 
de cultura, quantidades de biomassa total (X t ), biomassa residual (X R), polímero e 
proteína acumulados até o final da cultura. Percebe-se que a produção de biomassa 
foi muito maior na cultura com suplementação, havendo igualmente uma maior 
produção de polímero que representa 18,3 e 28,3% nas culturas sem 
suplementação e com suplementação, respectivamente.
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Tabela 4.12.: Resultados obtidos para as culturas com e sem suplementação de 
ácido oleico
Estratégia Tempo de 
Cultura (h)
x T(g) *R (g ) Pofímero (g) Proteína (g)
Sem sup)ement 30,5 73,5 60,1 13,4 56,2
Com suptement 30,5 109,0 73,7 30,9 43,4
A produção de P(3HB-co-3HV) e a sua composição em 3HB e 3HV é 
apresentada na Figura 4.38, para as duas culturas estudadas. A produção de 
P(3HB-co-3HV) foi de 30,9 g de polímero comparado com 13,4 g para a cultura sem 
suplementação.
T^mçoPé T vn p o W
Figura 4.38: Evolução do acúmulo de P(3HB-co-3HV) em culturas com alimentação 
contínua de ácido propiônico sem suplementação (A) e com suplementação (B) de
ácido oleico durante a fase de produção
A cultura com suplementação de ácido oleico demonstrou um acréscimo 
no acúmulo do polímero e um decréscimo na proporção de 3HV. A Figura 4.39 
ilustra a proporção de 3HV nas culturas com e sem suplementação de ácido oleico.
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Figura 4.39 Proporção de 3HV nas culturas com ácido oleico: com suplementação (A)
e sem suplementação (B)
As Figuras 4.40 e 4.41 ilustram a análise da produtividade em polímero 
(P(3HB-co-3HV)) e em 3HV das duas culturas estudadas. O valor máximo obtido foi 
de 0.11 g.L'1h'1 na cultura em que não foi aplicado ácido oleico enquanto que se 
obteve 0.28 g .L /V 1 ao aplicar-se uma alimentação contínua de ácido propiônico com 
ácido oleico.
Figura 4.40: Produtividade média em P(3HB-co-3HV) para as culturas realizadas com 
alimentação contínua e ácido propiônico com e sem suplementação de ácido oleico
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Figura 4.41: Produtividade média em 3HV fgP(3HV).L'1h '1) para as culturas realizadas 
com alimentação contínua de ácido propiônico com e sem suplementação de ácido
oleico.
A Figura 4.42 apresenta as curvas da velocidade específica de produção 
do copolímero. Observa-se que a velocidade específica máxima é maior para a 
cultura com suplementação (0,068 g.h'1) em relação à cultura não suplementada
(0,045 g.h^).
Figura 4.42: Velocidade específica de produção de copolímero para as culturas 
realizadas com alimentação contínua de ácido propiônico com e sem suplementação
de ácido oleico
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A comparação entre o acúmulo intracelular de polímero com e sem 
suplementação de ácido oleico é ilustrada na figura 4.43.
□
Figura 4.43: Comparação entre o acúmulo de polímero para as culturas com e sem 
suplementação de ácido oleico aplicadas e ácido propiônico adicionado por
alimentação contínua
Através dos resultados apresentados, observa-se que a suplementação 
com ácido oleico é benéfica ao acúmulo de polímero, mas que não houve aumento 
na incorporação de unidades de 3-hidroxivalerato ao copolímero, ao menos nas 
condições estudadas. É possível que outras formas de alimentação ou a utilização 
de outros suplementos beneficiem mais a incorporação de 3HV bem como o 
acúmulo de polímero.
sem suplementação □ com suplementação
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4.6 R ecu p eração  e C a ra c te r iz a ç ã o  de P(3HB-co-
3HV)
PHA’s despertam grande atenção devido às suas características, muito 
próximas às de plásticos petroquímicos e sua completa biodegradabilidade. 
Inúmeros estudos são realizados sobre a caracterização destes polímeros. Em 
estudos realizados por Anderson e Madden (1998) perceberam-se diferenças no 
ponto de fusão do polímero de acordo com a fração molar de 3HV. Também, 
alimentações prolongadas de ácido propiônico afetaram a cristalização, 
aproximando-se do valor obtido em P(3HB). Em outros estudos realizados por 
Zhang e Wang (1994) foi observado que 3% de conteúdo de 3HV diminuem de 13 a 
14 graus Celsius no ponto de fusão do polímero em relação ao P(3HB).
Assim, após realizada a extração do polímero com 11% em peso de 3HV, 
conforme mostra a Figura 4.44, buscou-se caracterizar o polímero produzido em 
uma das culturas realizadas e compará-lo com o padrão produzido pela da SIGMA, 
com 12% em mol de 3HV. As propriedades pesquisadas foram temperatura de 
fusão e de degradação. A comparação dos resultados obtidos com os dados do 
polímero comercial é apresentada na Tabela 4.12. As curvas obtidas nas análises 
encontram-se no Anexo VI.
Figura 3.44: P(3HB-co-3HV) precipitado em metanol e água (7:3) após a extração
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Tabela 4.12: Características estudadas para a comparação entre P(3HB-co-3HV) 
produzido experimentaimente e P(3HB-co-3HV) comerciai
P(3HB-co-3HV) Temperatura de Fusão Temperatura de I
Degradação '
Experimental 170,57c 313,12” C )
Comercial 300,46“C
Os valores obtidos estão muito próximos entre si, indicando que o 
polímero obtido em laboratório se assemelha ao comercial, principalmente na 
temperatura de fusão. O valor mais alto do ponto de fusão para o polímero obtido 
experimentalmente esta de acordo com os dados relatados por Lee (1996b) em que 
observou-se que a temperatura de fusão é menor quanto maior o numero de 
unidades de 3HV são incorporadas ao polímero. De fato, o polímero comercial 
possui maior quantidade de 3HV em relação ao polímero obtido experimentalmente.
É interessante ressaltar que a temperatura de degradação para o 
polímero comercial é mais baixa em relação ao polímero obtido no laboratório. Este 
é um fator muito atrativo comercialmente uma vez que esta característica favorece a 
sua aplicação nos processos de transformação.
Observa-se que a diferença entre as temperaturas de fusão e de 
degradação entre os dois polímeros é muito parecida, permitindo que opere-se na 
mesma faixa de trabalho para ambos.
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Os objetivos deste trabalho foram estudar a utilização de diferentes 
substratos para o crescimento de Ralstonia eutropha, analisar a diferença entre a 
alimentação ou carência do elemento limitante durante a fase de produção, verificar 
qual das três estratégias propostas de alimentação de ácido propiônico apresentou 
melhor incorporação de 3HV em substrato de soro de leite e açúcar invertido, 
estudar a influência de ácido oleico no acúmulo de polímero e por fim, recuperar e 
caracterizar P(3HB-co-3HV).
I. Em relação aos diferentes substratos estudados concluiu-se que:
*+ Fonte de carbono: Os experimentos realizados com glicose, frutose, galactose, 
lactose hidrolisada e açúcar invertido mostraram que Ralstonia eutropha é capaz de 
desenvolver-se em açúcar invertido da mesma forma que em glicose e frutose, 
porém com velocidade específica (baseada na biomassa total) ligeiramente superior 
(0,26 h'1). As velocidades específicas de crescimento obtidas em glicose, frutose e 
galactose foram de 0,23 h_í, 0,21 h'1 e 0,13 h '\ respectivamente. O crescimento em 
galactose não havia sido relatado na literatura a não ser por técnicas de 
recombinação genética. O consumo de galactose mesmo que com velocidade de 
crescimento baixa é interessante pois permite a assimilação de ambos os açúcares
provenientes da hidrólise da lactose. Todos estes valores estão de acordo com os
i
resultados apresentados na literatura (Kim e Lee, 1993; Luong et al., 1989; Pries et 
al., 1990).
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Ensaios realizados com lactose hidrolisada demonstraram que a melhor técnica para 
a hidrólise da lactose visando a utilização por Ralstonia eutropha, é através de 
processo enzimático uma vez que o processo ácido gerou uma grande quantidade- 
de sais no meio inibindo o crescimento. Observaram-se duas fases distintas de 
crescimento com velocidades de crescimento em lactose hidrolisada de 0,21 h'1 e 
0,13 f f ?, correspondentes respectivamente ao consumo de gíícose e de gafactose. 
Os ensaios conduzidos com soro de leite demonstraram a viabilidade do uso deste 
resíduo para o crescimento como única fonte de carbono ou ássociado ao açúcar 
invertido. Os estudos realizados com misturas de substratos demonstraram que a 
concentração de substrato ideal para trabalhar-se é em torno de 40 g.L'1 conforme 
os estudos realizados no ÍPT (1993). Gíícose e Frutose misturadas não produziram 
o mesmo p,max que o açúcar invertido indiciandó a existência de um efeito 
potencializador na velocidade específica de crescimento em virtude da composição 
do açúcar invertido. Quando os substratos foram utilizados em misturas com 
diferentes concentrações e proporções os valores de velocidade específica de 
crescimento obtidos foram similares aos obtidos quando os mesmos substratos 
foram utilizados como única fonte de carbono, demonstrando não haver nenhum 
efeito sinergístico.
Fonte de nitrogênio: A milhocina mostrou-se capaz de substituir a fonte de 
nitrogênio utilizada (sulfato de amónia). Em todos os ensaios com milhocina a 
velocidade específica de crescimento foi similar aos ensaios com sulfato de amónia. 
Entretanto, vale ressaltar que este substrato necessita de um tratamento prévio à 
sua utilização.
**■ Temperaturas: não se observaram diferenças significativas nos ensaios em que 
se aplicaram-se as temperaturas de 30°C e 34°C. A possibilidade de operação a 
temperatura altas em níveis industriais é interessante em virtude de economia em 
algumas etapas de troca de calor.
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II. A comparação entre alimentação ou carência de fósforo durante a fase de
produção em açúcar invertido, mostrou que:
m- O valor da produtividade média máxima de P(3HB-co-3HV) obtido para a 
cultura alimentada em fósforo foi de 0,19 g.L'1h'1 inferior ao obtido em carência de 
fósforo com 0,26 g.L~Vv porèm a com velocidade especifica máxima dé produção 
deste polímero foi superior para a cultura em carência (0,94 g.g'1h'1 ) em relação a 
cultura em aíímeníação de fósforo (0,82 g.g'Jfi'í). Entretanto, nota-sé um aumento 
constante da velocidade específica de produção de polímero na cuítura alimentada, 
o que não ocorre na cultura sob carência, levando-se a crer qué a alimentação do 
fósforo durante a fase de produção pode levar a melhores resultados na produção 
de polímero.
III. O uso de diferentes estratégias de alimentação de ácido propiônico com
soro de leite como substrato permitiu observar que:
»»*■ A alimentação de ácido propiônico por regulação de pH não foi possível 
devido à característica tamponante do substrato. Assim, a estratégia de alimentação 
de ácido propiônico por pulsos forneceu resultados mais satisfatórios. Obteve-se 
nesta cultura uma produtividade média máxima de 0,07 g.L"1h '\ valor muito inferior 
ao encontrado em outros substratos. Porém outros estudos com resíduos (resíduo 
da indústria de suínos e de destilarias) apresentaram valores muito próximos tanto 
aos de produtividade quanto aos de outros parâmetros obtidos. Vale ressaltar que 
apesar da baixa produtividade, a composição do polímero foi de 38% de 3HV, valor 
este muito interessante do ponto de vista comercial. Este resultado sugere a 
possibilidade da existência de precursores de 3HV no soro. Conclui-se que a 
produção de P(3HB-co-3HV) é possível neste substrato, necessitando-se de outros 
estudos para melhorar as condições da cultura.
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III. Quanto ao uso de diferentes estratégias de alimentação de ácido 
propiônico com açúcar invertido como substrato concluiu-se que:
»»*• A cultura conduzida com regulação de pH proporcionou um acúmulo de 
polímero de 44% em peso com 17% de 3HV. A produtividade média máxima obtida 
foi de 0,19 g.L'1h'1 e a velocidade específica máxima de produção foi de 0,08 g.g'1h'1 
A produtividade em 3HV foi de 0,003 g.L~V\
»>*- Na cultura conduzida com pulsos obteve-se 0,04 g.L'1h'1 como produtividade 
média máxima e uma velocidade específica de produção de 0,058 g.g'1h'*. A 
produtividade em 3HV foi de 0,0004 g.L'1h'1. O acúmulo de polímero foi de 21% em 
peso com 5% de 3HV.
»*► Quando ácido propiônico foi alimentado com uma vazão contínua obtiveram- 
se 18% em peso com 26% de 3HV. A produtividade média máxima foi de 0,14 g.L' 
1h'1 e a velocidade específica de produção de 0,049 g.g‘1h'1. A produtividade em 
3HV foi de 0,003 g.L"V .
A cultura realizada com pulsos de ácido propiônico foi a que apresentou 
os menores valores para todos os parâmetros estudados, possivelmente em virtude 
de problemas durante a fase de crescimento. A cultura que apresentou o maior 
acúmulo em polímero foi com regulação de pH. Esta estratégia apresentou-se como 
uma alternativa simples e eficaz à inibição provocada por altas concentrações de 
ácido propiônico Os valores de produtividade e de velocidade específica de 
produção apresentaram um comportamento ascendente e sem quedas ao contrário 
do observado em cultura com alimentação contínua de ácido propiônico. No entanto 
esta cultura foi a que proporcionou maior acúmulo de 3HV, parâmetro que buscava- 
se otimizar.
Nas culturas conduzidas com pulsos e alimentação contínua de ácido 
propiônico foi observado crescimento residual na fase de produção, uma vez que os 
valores dos fatores de conversão de açúcar invertido em biomassa total foram 
elevados durante esta fase.
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IV. A adição de ácido oleico como indutor ao polímero permitiu observar que:
»»♦ Obteve-se produtividade média máxima de 0,28 g.L'1h'1 maior do que a obtida 
sem a adição de ácido oieico que foi de 0,14 g .L 'V \ Esta cuitura proporcionou um 
acúmulo de 28% de polímero com 18% de 3HV. Este valor de 3HV diminuiu em 
relação à cultura sem suplementação, porém o acúmulo de polímero foi maior.
Cabe ressaltar que os valores obtidos (produtividade, conteúdo em 
polímero entre outros) estão abaixo dos relatados na literatura, mas que as 
conclusões foram tiradas para comparação entre as estratégias utilizadas nas 
mesmas condições experimentais. Uma hipótese para estes resultados inferiores à 
literatura é a ausência de controle de oxigênio dissolvido no biorreator.
V. A recuperação e extração de P(3HB-co-3HV) mostrou que:
-► As características térmicas obtidas foram muito próximas às obtidas com o 
polímero comercial.
Com base nos resultados apresentados é possível sugerir alguns 
propostas de estudo como:
»»*■ Controlar as condições de agitação e aeração, através de medidas de 
oxigênio dissolvido, visando a melhoria da produtividade do sistema. Este controle 
permitirá ainda determinar com maior precisão o momento da limitação do 
crescimento.
»»*■ Desenvolver novos estudos de produção de P(3HB-co-3HV) sob alimentação 
em fósforo para determinar a concentração e a vazão de fósforo mais eficazes para 
a produção deste polímero.
Trabalhar com soluções de soro de leite hidrolisado concentradas, através de 
técnicas como evaporação, para permitir a alimentação em soro de leite. Também
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estudar a possibilidade da condução da cultura em regime contínuo para alcançar o 
mesmo objetivo.
»>* Estudar a utilização de outros suplementos que permitam maiores 
concentrações de bíomassa e consequentemente de polímero, bem como formas de 
suplementação.
»*■ Testar a utilização de algum ácido orgânico em associação aos açúcares 
utilizados na fase de crescimento.
»*- Estudar a influência de temperatura e pH juntos, uma vez a literatura 
apresenta ensaios onde associa-se pH 6.8 e temperatura 34°C.
«+ Trabalhar com valores diferentes de pH que permitam menores inibições de 
ácido propiônico no crescimento de Ralstonia eutropha e produção de polímero.
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Estão apresentados a seguir as curvas padrão citadas no capítulo de 
Material e métodos.
A Figura A1 apresenta a curva de calibração entre absorbâncía e 
biomassa para Ralstonia eutropha em açúcar invertido. A Figura A2 apresenta a 
curva de calibração de determinação da concentração de açúcares redutores pelo 
método do ácido 3-5-dinitrosalicíiico (DNS). A Figura A3 ilustra a curva de 
calibração de determinação da concentração de proteínas e a A4, da 
determinação da concentração de ácido propiônico. Por fim as Figuras A5 e A6 
ilustram a curva padrão de P(3HB-co-3HV) e um cromatograma, respectivamente.
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Absorbância (600 nm) X Diluição
Figura A1: Curva de calibração para determinação da concentração celular
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Figura A2: Curva de calibração de determinação da concentração de açúcares 
redutores pelo método do ácido 3-5 dinitrosalicílico (DISIS).
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Curva de calibração: padrão albumina bovina (BSA)
Absorbância (560 nm)
Figura A3: Curva de calibração de determinação da concentração de proteínas pelo
método de Biureto.
Figura A4: Curva de calibração de determinação da concentração de ácido 
propiônico pelo método sugerido por Anderson e Madden (1998)
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Figura A5: Curva de calibração de determinação de P(3HB-co-3HV)
Figura A6 : Apresentação de um cromatograma típico de análise de P(3HB-co-3HV)
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Estão apresentados a seguir os resultados dos ensaios preliminares 
referentes ao estudo da influência da fonte de carbono, da fonte de nitrogênio e da 
temperatura.
Apresentam-se as curvas de crescimento celular dos ensaios realizados 
de acordo com a disposição dos dados no capítulo de Resultados e Discussão.
A Figura A6 apresenta os resultados quando foi utilizada somente uma 
fonte de carbono, a Figura A7 ilustra os mesmos dados quando substratos 
misturados foram utilizados. Da mesma forma, as Figuras A8 e A9 apresentam os 
resultados para a influência da fonte de nitrogênio e da temperatura.
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Figura A6 : Gráficos de crescimento celular para diferentes fontes de carbono 
utilizadas como único substrato a 20 g.L ' 1 (A -  açúcar invertido; B -  galactose, 
C -  frutose; D -  gficose; E -  factose hídrofisada)
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Figura A7: Gráficos de crescimento celular para diferentes fontes de carbono 
associadas (A -  açúcar invertido(25%), frutose (25%), glicose (25%) e lactose 
hidrolisada (25%) a 30 g.L'1; B —  açúcar invertido(25%), frutose (25%), glicose (25%) e 
factose hicfroíísada (25%) a 40 g.L'5, C -  açúcar invertido (50%) e frutose (50%) a 40 
g.L'1; D -  glicose (50%) e frutose (50%) a 40 g.L'1)
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Figura A8 : Gráficos de crescimento celular para diferentes fontes de carbono 
associadas com adição de milhocina 
(A -  açúcar invertido(50%) e glicose (50%); B -  açúcar invertido (50%) e lactose 
hidrolisada (50%) a 40 g.L"1; C -  frutose a 20 g.L"1; D -  açúcar invertido(25%), frutose 
(25%), glicose (25%) e íactose hídrofísada (25%) a 40 g.L“1)
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T am po (h )
Figura A9: Gráficos de crescimento celular para diferentes temperaturas 
(A -  galactose a 20 g.L ' 1 a 30°C; B -  galactose a 20 g.L ' 1 a 34°C, C -  lactose hidrolisada 
a 20 g.L ' 1 a 30°C, D -  íactose hidrofísada a 20 g.L ' 1 a 34°C)
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Estão apresentados a seguir os resultados referentes às alimentações de 
açúcar invertido durante as culturas para as culturas realizadas.
Apresenta-se as curvas de consumo de substrato dos ensaios realizados 
de acordo com a disposição dos dados no capítulo de Resultados e Discussão. As 
curvas são apresentadas em g.L'1 de substrato e os picos representam o momento 
em que as alimentações foram realizadas.
A Figura A10 apresenta resultados para as culturas conduzidas com 
carência e alimentação de fosfato. A Figura A11, para o ensaio com pulsos de ácido 
propiônico e soro de leite como substrato. A Figura A12 apresenta as curvas de 
consumo de substrato para os ensaios em que foram aplicadas as técnicas de 
regulação de pH e pulsos de ácido propiônico. Por fim, a Figura A13 mostra os 
ensaios com alimentação contínua de ácido propiônico, com e sem suplementação 
de ácido oleico.
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co i/y in
Figura A10: Curvas de consumo substrato expressas em concentração representando 
as alimentações realizadas para as culturas em carência (A) e alimentação (B) em
fosfato.
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Figura A11: Curva de consumo substrato expressa em concentração representando 
as alimentações realizadas durante a cultura com soro de leite e pulsos de ácido
propiônico.
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Figura A12: Curvas de consumo substrato expressas em concentração representando 
as alimentações realizadas para as culturas com alimentação de ácido propiônico por
regulação de pH (A) e pulsos (B).
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Figura A13: Curvas de consumo substrato expressas em concentração representando 
as alimentações realizadas para as culturas com alimentação contínua de ácido 
propiônico, sem suplementação de ácido oleico (A) e com ácido oleico (B).
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Estão apresentados a seguir os gráficos de pH em função do tempo para 
as culturas realizadas. As linhas pontilhadas correspondem aos momentos em que 
foram realizadas alimentações em açúcar invertido.
Apresenta-se as curvas dos ensaios realizados de acordo com a 
disposição dos dados no capítulo de Resultados e Discussão. A Figura A14 ilustra a 
evolução do pH para as culturas em carência e alimentação em fosfato. A Figura 
A15 ilustra a evolução do pH para as culturas com açúcar invertido e as três 
estratégias utilizadas para incorporação de 3HV. Também apresenta-se o ensaio 
conduzido com soro de leite (Figura A16) e com alimentação contínua suplementado 
com ácido oleico (Figura A17).
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Tempo (h)
Tempo (h)
Figura A14: Evolução do pH em função do tempo para as culturas realizadas (A - sob
carência em fósforo)




Figura A15: Evolução do pH em função do tempo para as culturas realizadas com 
estratégias para melhorar a incorporação de unidades de 3-hidroxivalerato na 
molécula de polímero (A -  regulação de pH; B -  pulsos; C -  alimentação contínua)
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Figura A16: Evolução do pH em função do tempo para a cultura realizada com soro de
leite e pulsos de ácido propiônico
Figura A17: Evolução do pH em função do tempo para a cultura realizada com 
alimentação contínua de ácido propiônico e suplementada com ácido oleico
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Estão apresentados a seguir os resultados aos fatores de conversão 
obtidos para as culturas realizadas.
Apresentam-se primeiramente as curvas que representam os fatores de 
conversão de substrato em biomassa total para alguns ensaios de acordo com o 
exposto no Capítulo de Resultados e Discussão. Os fatores de conversão são 
apresentados para a fase de crescimento e para a fase de produção. Nos casos em 
que ocorreram duas fases de crescimento, as curvas estão dispostas de acordo com 
os resultados. Por fim, apresentam-se as curvas que representam os fatores de 
conversão de ácido propiônico a 3-hidroxivalerato.
A Figura A18 apresenta resultados para o ensaio com pulsos de ácido 
propiônico e soro de leite como substrato. A Figura A19 apresenta as curvas de 
consumo de substrato para os ensaios em que foram aplicadas as técnicas de 
regulação de pH e pulsos de ácido propiônico. Por fim, a Figura A20 mostra o 
ensaio com alimentação contínua de ácido propiônico. A Figura A21 mostra os 
fatores de conversão de ácido propiônico em 3-hidroxivalerato para todos os 
ensaios.
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'íx tis  - Fase de Produção
♦ y = -0,409x + 66,103
1* R2 = 0,8564
♦ ♦
120 125 130 135 140 145
Substrato (g)
150 155 160
Figura A18: Curva de consumo substrato expressa em concentração representando 
as alimentações realizadas para a cultura com soro de leite e pulsos de ácido
propiônico.
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Figura A19: Curvas que representam os fatores de conversão de substrato em 
biomassa para as culturas com alimentação de ácido propiônico por regulação de pH
(A) e pulsos (B).
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Figura A20: Curvas que representam os fatores de conversão de substrato em 
biomassa para a cultura com alimentação contínua de ácido propiônico
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Figura A21: Fatores de conversão de ácido propiônico em 3-hidroxivalerato para 
todos os ensaios (A -  regulação de pH, B -  pulsos, C -  alimentação contínua, D -
Soro de leite).
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Estão apresentados a seguir os resultados referentes à caracterização do 
polímero P(3HB-co-3HV).
Apresenta-se as curvas obtidas nas análises de calorimetria de varredura 
diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA) para o polímero recuperado e para o 
padrão obtido junto a SIGMA-ALDRICH com 12% de 3-hidroxivalerato.
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Figura A23 Curva obtida para a análise de DSC para o padrão de P(3HB-co-3HV)
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Figura A25 Curva obtida para a análise de TGA para o padrão de P(3HB-co-3HV)
